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Staphylococcus aureus (S.aureus) adalah bakteri kokus gram positif yang 
merupakan flora normal pada manusia namun dapat menyebabkan mastitis pada 
ibu dalam masa nifas. Munculnya Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) yang resisten terhadap berbagai antimikroba mendasari perlunya 
dilakukan eksplorasi bahan lain sebagai antimikroba alternatif, salah satunya 
adalah jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) yang diketahui memiliki kandungan 
zat aktif alkaloid dan flavonoid yang berpotensi sebagai antimikroba. Penelitian 
ini bertujuan untuk mengetahui potensi antimikroba ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan koloni bakteri S. aureus 
dari isolat pus menggunakan metode mikrodilusi. Konsentrasi yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah 0% (Kontrol Bakteri); 0,3%; 0,6%; 1,2%; 2,5%; 5%; 
10%; 20% dengan replikasi sebanyak 4 kali untuk setiap konsentrasi. 
Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) terlihat pada konsentrasi 5% dan 
Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) terlihat pada konsenrasi 10%. Hasil uji One-
Way ANOVA menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada 
pertumbuhan jumlah koloni S. aureus (p = 0.000) yang diujikan. Hasil uji regresi 
linear sederhana menunjukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok dalam 
menghambat pertumbuhan koloni S. aureus sebesar 89,5% (p < 0,001). 
Berdasarkan penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) memiliki potensi sebagai antimikroba terhadap 
bakteri S. aureus dari isolat pus secara in vitro. 
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Staphylococcus aureus (S.aureus) is a gram-positive coccus bacteria 
which is normal flora in humans but can cause mastitis in mothers during 
puerperium. The appearence of Methicillin Resistant Staphylococcus aureus 
(MRSA) which is resistant to various antimicrobials underlies the need to explore 
other substances as an antimicrobial alternative, one of these is tangerine (Citrus 
reticulata Blanco) which is known to have alkaloids and flavonoids as active 
ingredients that have antimicrobial potential. This study aims to determine the 
antimicrobial potential of ethanol extract of tangerine peel (Citrus reticulata 
Blanco) on the growth of S. aureus colonies from pus isolates carried out by 
experimental tests using the microdilution method. The concentrations used in 
this study were 0% (Bacterial Control); 0,3%; 0,6%; 1,2%; 2,5%; 5%; 10%; 20% 
tests repetition 4 times for each concentration. Minimal Inhibitory Concentration 
(MIC) seen at concentration of 5% and Minimal Killer Concentration (KBM) seen 
at concentration of 10%. One-Way ANOVA test results showed a significant 
difference in the growth of S. aureus colonies (p = 0.000) tested. The results of 
simple linear regression showed that ethanol extract of tangerine peel inhibited S. 
aureus colonies growth by 89.5% (p < 0.001). Based on this study, it can be 
concluded that the ethanol extract of tangerine peel (Citrus reticulata Blanco) has 
potential as an antimicrobial against S. aureus bacteria from pus isolates in vitro. 
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1.1 Latar Belakang  
Staphylococcus aureus (S. aureus) merupakan bakteri fakultatif anaerob 
yang memiliki bentuk bulat, gram positif, menghasilkan enzim koagulase dan 
katalase positif (Medvedova et al., 2009). Bakteri ini merupakan flora normal 
pada manusia namun dapat menyebabkan infeksi pada kulit berupa folikulitis, 
luka, papula, pustule, abses, dan impetigo serta infeksi pada jaringan lunak 
seperti mastitis (Vasanthakumari, 2007). S. aureus dapat menyebabkan mastitis 
melalui luka pada puting susu yang lecet dan berdarah. Prevalensi mastitis oleh 
S. aureus terjadi sekitar 40 – 60% (Lowy, 2008; Fitriana, 2013; Prawirohardjo, 
2014).  
Mastitis merupakan inflamasi pada payudara yang biasanya disebabkan 
karena adanya stasis Air Susu Ibu (ASI). Inflamasi ini menyebabkan pengeluaran 
ASI tidak adekuat dan rasa ASI berubah sehingga bayi malas minum 
(Proverawati dkk., 2010; Alasiry, 2013). Hal ini mengakibatkan pemberian ASI 
menjadi tidak eksklusif sehingga menimbulkan penurunan kecerdasan dan daya 
tahan tubuh anak, emosi anak menjadi tidak stabil, serta masalah gizi akibat dari 
pemberian Makanan Pendamping ASI (MPASI) yang terlalu dini (Ariani, 2008; 
Roesli, 2008; Depkes, 2014). Di Indonesia, prevalensi mastitis pada ibu laktasi 
sebesar 3 – 20% dan sebanyak 74 – 95% mastitis terjadi dalam 12 minggu 
pertama masa nifas. Insiden ini meningkat hingga 12 – 35% pada ibu dengan 





Masa nifas merupakan periode kritis bagi ibu bersalin yang perlu 
diperhatikan karena pada masa ini angka kematian ibu meningkat (Maritalia, 
2012). Penyebab kematian ibu saat nifas paling banyak terjadi karena 
perdarahan post partum, infeksi (mastitis, infeksi luka operasi caesar dan luka 
perineum), eklamsia, dan postpartum blues (Prawirohardjo, 2010). Mastitis pada 
ibu nifas umumnya didahului dengan terjadinya bendungan ASI yang dapat 
menjadi masalah serius dan dapat berlanjut menjadi abses payudara sekitar 10% 
(Prawirohardjo, 2010; Proverawati dkk., 2010; Mochtar, 2011). 
Banyaknya kasus infeksi yang disebabkan oleh S. aureus menyebabkan 
terjadinya peningkatan penggunaan antibiotik sebagai terapi penyembuhan 
mastitis. Antibiotik yang umum digunakan untuk terapi mastitis adalah cloxacillin 
yang merupakan turunan penisilin. Akan tetapi, tingginya penggunaan antibiotik 
yang irasional dan tidak adekuat menyebabkan terjadinya resistensi S. aureus 
dan memungkinkan terjadinya mastitis berulang sehingga bayi akan lebih lama 
tidak mendapatkan ASI (Alasiry, 2013). Penelitian menyebutkan bahwa 90% S. 
aures telah resisten terhadap penisilin dan antibiotik turunannya karena adanya 
aktivitas enzim β-laktamase serta 18,4% S. aureus telah resisten terhadap 
cloxacillin (Necel, 2009). Selain itu, munculnya bakteri S. aureus yang bersifat 
multidrug resistant yaitu Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) 
juga merupakan penyulit dalam terapi antibiotiknya. 
Adanya resistensi antibiotik membuat banyak peneliti mulai 
mengembangkan obat-obatan dari tanaman herbal (Ahmad dkk., 2013). 
Tanaman herbal yang dapat digunakan sebagai antibakteri adalah jeruk keprok 
(Citrus reticulata Blanco). Kulit jeruk keprok yang biasanya dibuang sebagai 





saponin yang memiliki efek sebagai antibakteri (Srivastava, 2011; Dhiman et al, 
2012). Berbagai penelitian telah membuktikan bahwa polymethoxylated flavones 
(PMF) dari ekstrak aseton kulit jeruk keprok efektif dalam menghambat 
pertumbuhan bakteri Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, dan Bacillus 
cereus (Jayaprakasha, 2000). Namun, penelitian ekstrak etanol kulit jeruk keprok 
sebagai antibakteri S. aures belum pernah dilakukan. 
Berdasarkan uraian diatas, peneliti tertarik untuk melakukan penelitian 
guna mengetahui efektivitas antimikroba ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 
reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus dari isolat pus 
(sebagai spesimen yang relevan dengan mastitis) secara in vitro. 
1.2 Rumusan Masalah 
Apakah ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) 
memiliki efektivitas sebagai antimikroba terhadap S. aures dari isolat pus secara 
in vitro? 
1.3 Tujuan Penelitian 
1.3.1 Tujuan Umum 
Membuktikan efektivitas ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata 
Blanco) sebagai antimikroba terhadap pertumbuhan S. aures dari isolat pus 
secara in vitro. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
1. Mengetahui Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan S. aures dari 





2. Mengetahui Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan S. aures dari 
isolat pus secara in vitro. 
3. Membuktikan pengaruh peningkatan konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan koloni S. aureus 
dari isolat pus. 
1.4 Manfaat Penelitian 
1.4.1 Manfaat Akademis 
1. Sebagai referensi untuk penelitian lebih lanjut tentang pengaruh ekstrak 
etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) sebagai antimikroba S. 
aures dari isolat pus. 
2. Menentukan Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bunuh 
Minimal (KBM) untuk penelitian lebih lanjut. 
1.4.2 Manfaat Praktis 
1. Memberikan dasar ilmiah tentang manfaat ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) sebagai terapi alternatif pengobatan 
infeksi S. aures. 
2. Memberikan informasi kepada masyarakat luas untuk dapat 
memanfaatkan limbah kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) agar 







2.1 Staphylococcus aureus 
2.1.1 Taksonomi 
Taksonomi Staphylococcus aureus adalah sebagai berikut 
(Syahrurachman, 2010) : 
Domain : Bacteria 
Kingdom : Eubacteria 
Ordo  : Eubacteriales 
Famili   : Staphylococcaceae 
Genus  : Staphylococcus 
Spesies : Staphylococcus aureus 
2.1.2 Morfologi Staphylococcus aureus 
  





Staphylococcus aureus merupakan bakteri fakultatif anaerob yang 






S. aureus adalah bakteri gram positif berbentuk bulat yang tersusun seperti buah 
anggur, berukuran 0.7 – 1,5 µg, tidak berspora, dan tidak dapat bergerak. Bakteri 
ini biasanya tumbuh pada kisaran pH 4,0 – 9,3 dengan pH maksimum 7,0 – 7,5 
dan tumbuh pada suhu optimum 37°C. S. aureus akan membentuk pigmen 
paling baik pada suhu 20 – 25°C dan akan mati bila suhu melebihi 55°C (Wilson, 
2001; Arisman, 2009). 
2.1.3 Kultur dan Identifikasi Staphylococcus aureus 
 
Gambar 2.2 Staphylococcus aureus dengan Pewarnaan Gram (Brooks et al, 2013) 
 Kultur S. aureus memerlukan suhu optimal antara 26 – 38oC, namun 
pembentukan pigmen yang paling baik adalah pada suhu kamar yakni berkisar 
antara 20 – 35oC. S. aureus tumbuh dengan baik pada berbagai media 
bakteriologi dengan suasana anaerob atau mikroaerofilik dengan tingkat 
keasaman (pH) optimal adalah 7,4 (Dzen et al., 2013). 
 Pada Mannitol Salt Agar (MSA) fermentasi mannitol S. aureus 
menghasilkan produk sampingan bersifat asam yang dapat menurunkan pH, 
medium, sehingga merubah warna merah fenol menjadi kuning. Hal ini yang 





menyebabkan fermentasi mannitol. Staphylococcus aureus memiliki faktor 
koagulase darah yang mampu menggumpalkan fibrinogen di dalam plasma 
sebagai pelindung terhadap fagositosis (Soedarto, 2015). 
 Kultur S. aureus juga memerlukan medium yang mengandung asam 
amino dan vitamin-vitamin seperti, threonin, asam nikotinat, dan biotin. Medium-
medium yang biasa digunakan untuk pembiakkan bakteri adalah sebagai berikut: 
2.1.3.1 Nutrient Agar Plate (NAP) 
Medium ini berguna untuk mengetahui adanya pembentukan pigmen. S. 
aureus akan membentuk pigmen berwarna kuning emas, koloni bakteri tumbuh 
berbentuk bulat, berdiameter 1 – 2 mm, konveks dengan tepi rata, permukaan 
mengkilat dan konsistensinya lunak. 
2.1.3.2 Blood Agar Plate 
   
        Gambar 2.3 Staphylococcus aureus pada BAP (Ford M, 2014) 
Pada lempeng agar darah, koloni S. aureus lebih besar dan dikelilingi 
oleh zona hemolisis yang jernih disekitar koloni yang mirip dengan koloni 
Streptococcus β-hemolyticus. S. aureus memiliki daya tahan yang kuat pada 






Isolasi primer dari infeksi campuran terutama yang berasal dari feses 
atau luka-luka memerlukan medium yang mengandung NaCl konsentrasi tinggi 
misalnya 7,5% atau medium yang mengandung polimiksin. Sedangkan untuk 
pembentukkan pigmen yang paling baik dapat menggunakan medium NAP 
(Dzen et al, 2013). 
2.1.4 Struktur Antigen 
 Struktur antigen S. aureus mengandung antigen polisakarida, protein, dan 
unsur lain yang penting dalam struktur dinding sel (Brooks, et al., 2012). Dinding 
sel bakteri merupakan struktur kompleks dan berfungsi sebagai pelindung 
protoplasma dan memberi bentuk karakteristik bakteri (Siswandono, 2000). 
Dinding sel S. aureus mengandung 3 komponen yaitu, peptidoglikan, asam 
teikoat, dan protein A. Protein A bisa mengikat ke bagian Fc molekul IgG kecuali 
IgG3. Protein A merupakan reagen penting dalam imunologi dan diagnostik, 
karena walaupun IgG telah diikat oleh protein A, namun fragmen Fab tetap bisa 
bebas berikatan dengan antigen spesifik (Brooks et al., 2012). 
Staphylococcus aureus juga mengandung Ag-karbohidrat (Ag-KH) dan 
Ag-protein. Pada strain patogen akan ditemukan Ag-KH tipe A yang bila 
disuntikan secara intradermal akan menimbulkan reaksi hipersensitif segera 
(immediate type) dalam 20 – 30 menit berupa wheal dan eritema (Dzen dkk., 
2013). Beberapa bakteri S. aureus memiliki kapsul yang bisa menghambat 
fagositosis oleh leukosit polimorfonuklear kecuali jika terdapat antibodi spesifik 
dan memiliki faktor koagulase pada permukaan dinding sel sehingga dapat 





2.1.5 Faktor Virulensi Staphylococcus aureus Terkait Infeksi Kulit dan 
Jaringan Lunak 
 Kemampuan S. aureus untuk tersebar luas di dalam jaringan dikarenakan 
bakteri ini memiliki faktor virulensi berupa enzim dan toksin, seperti: 
a. Hemolisin 
Alfatoksin atau hemolisin adalah protein heterogen yang dapat melisiskan 
sel darah merah dan merusak platelet serta dimungkinkan sama dengan 
faktor letal dan faktor dermonekrotik dari eksotoksin. Hemolisin 
merupakan toksin yang berfungsi untuk membentuk zona hemolisis di 
sekitar koloni bakteri. Toksin ini terdiri dari alfa hemolisin yang 
bertanggungjawab atas pembentukan zona hemolisis pada medium agar 
darah sehingga menyebabkan nekrosis pada kulit, beta hemolisin dan 
delta hemolisin yang menyebabkan lisis pada sel darah merah (Brooks et 
al., 2012) 
b. Eksfoliatif 
Eksfoliatif merupakan toksin yang memiliki aktivitas proteolitik yang 
mampu melarutkan matriks mukropolisakarida epidermis dan 
menyebabkan pemisahan intraepitelial pada ikatan sel di stratum 
granulosum. Toksin ini sering menyebabkan Staphylococcal Scalded Skin 
Syndrome dengan ciri-cici lepuhan pada kulit (Brooks et al., 2012).  
c. Toxic Shock Syndrome Toxin 
Kebanyakan S. aureus yang diisolasi dari pasien sindroma syok toksik 
menghasilkan racun yang dinamakan Toxic Shock Syndrome Toxin-1 
(TSST-1). TSST-1 termasuk prototipe superantigen yang mendukung 





TSST-1 ditemukan sekitar 20% dari S. aureus yang diisolasi (Brooks et 
al., 2007). Toksin ini menyebabkan terjadinya sindrom klinik berupa 
demam, ruam kulit, hipotensi bahkan syok (Dzen dkk., 2013) 
2.1.6 Gejala Klinis Mastitis 
 Staphylococcus aureus dapat menginfeksi seluruh bagian tubuh. Gejala 
klinis infeksi lokal bakteri ini tampak seperti jerawat, infeksi folikel rambut atau 
abses. Infeksi ini dapat berasal dari kontaminasi langsung dari luka dan dapat 
menyebar sehingga terjadi bakterimia (Carroll et al., 2015). Infeski S. aureus 
ditandai dengan jaringan yang rusak disertai abses. 
 Gejala klinis pada kasus mastitis dan abses payudara oleh infeksi S. 
aureus dapat berupa payudara terasa panas, bengkak, kemerahan, sangat nyeri, 
keras, tegang, dan demam hingga malaise (Ala’aldeen et al., 2009). Gejala klinis 
ini dapat terjadi secara lokal maupun menyeluruh pada kedua payudara dengan 
benjolan – benjolan dan rasa sakit yang umum (Bahiyatun, 2009). 
2.1.7 Patogenesis Mastitis 
Staphylococcus aureus merupakan flora normal yang terdapat pada kulit, 
nasofaring, vagina, dan saluran gastrointestinal manusia. Kemampuan patogenik 
bakteri ini bersifat invasif karena adanya interaksi antara faktor virulensi dari 
bakteri dan faktor kerentanan host yang menyebabkan terjadinya proliferasi. 
Proliferasi menyebabkan jaringan rusak, abses, dan sindroma syok toksik 
(Wilson, 2001). S.aureus yang bersifat invasif dan patogenik memiliki 
kemampuan koagulase dan cenderung menghasilkan pigmen berwarna kuning 





Kolonisasi S. aureus dapat menyebabkan infeksi diawali dengan 
penempelan teichoic acid bakteri pada membran sel host. Kolonisasi bakteri ini 
tidak dapat mengaktifkan sistem imun host, sehingga infeksi invasif terjadi ketika 
epidermis terganggu atau rusak. Adanya kerusakan epidermis menyebabkan 
bakteri memiliki akses ke jaringan atau aliran darah untuk mengaktifkan 
pertahanan sistem imun (Wilson, 2001). Infeksi S. aureus sering ditandai dengan 
adanya jejas yang terjadi pada kulit atau barier mukosa. Infeksi S. aureus pada 
kulit dapat berupa folikulitis, luka, papula, pustule, abses, dan impetigo 
(Vasanthakumari, 2007).  
Patogenesis mastitis terjadi karena bakteri S. aureus masuk melalui 
duktus laktiferus ke lobus sekresi, melalui puting susu yang luka ke kelenjar limfe 
ke sekitar duktus atau melalui penyebaran pembuluh darah. Hal ini terjadi 
beberapa hari atau enam minggu setelah melahirkan (Chumbley, 2004).  
2.2 Mastitis 
2.2.1 Deskripsi          
 
    Gambar 2.4 Mastitis (UNICEF, 2012) 
 Mastitis adalah inflamasi payudara yang dapat terjadi pada kedua 





disebabkan karena posisi menyusui yang tidak benar dan tidak adekuat sehingga 
puting menjadi lecet. Puting yang lecet mempermudah masuknya bakteri ke 
dalam payudara dan menyebabkan payudara menjadi bengkak (Bahiyatun, 
2009; Acton, 2013).  
Infeksi mastitis paling sering disebabkan oleh bakteri S. aureus yang 
berasal dari hidung dan tenggorokan bayi, tangan ibu dan tangan tenaga 
kesehatan lain, atau dari lingkungan (Cunningham, 2012). Bakteri dapat masuk 
melalui fisura atau lubang, laserasi kecil, dan duktus laktiferus. Manifestasi 
mastitis dimulai dari peradangan lokal hingga yang lebih berat seperti abses dan 
septikemia (Sinclair, 2010; Acton, 2013). Mastitis umumnya muncul pada minggu 
kedua sampai minggu keenam setelah persalinan (Norma, 2013). 
2.2.2 Faktor Predisposisi 
Gangguan dan luka pada payudara merupakan faktor predisposisi mastitis 
yang paling utama seperti, distensi puting susu yang berlebihan, puting susu 
lecet, dan aliran ASI yang stasis (Stright, 2005). Faktor predisposisi mastitis 
dapat dibedakan menjadi empat faktor sebagai berikut (Sinclair, 2010) : 
1. Kesehatan umum yang buruk, seperti stres, lelah, malnutrisi, serta 
anemia. 
2. Demografi, seperti usia ibu lebih dari 35 tahun dan sibuk beraktivitas 
diluar rumah. 
3. Faktor fisik, seperti puting susu mengalami fisura, saluran payudara 
menjadi konstriksi akibat dari pemakaian bra/BH yang terlalu ketat, 
bengkak, statis ASI, duktus payudara tersumbat, posisi bayi yang salah 





4. Melakukan aktivitas berat saat payudara penuh sehingga menyebabkan 






2.2.3 Gejala Klinis 
 Mastitis dapat terjadi hanya pada satu payudara atau keduanya dengan 
gejala klinis, seperti demam, menggigil, nyeri menyeluruh atau terlokalisasi, 
malaise, eritema, ASI lebih kental dan lebih asin, peningkatan frekuensi nadi, 
puting pecah-pecah, payudara keras dan terdapat benjolan-benjolan pada 
payudara. Rasa keras pada payudara tidak berkurang walaupun ASI telah 
dikeluarkan (Monika, 2014). 
 Gejala klinis ini biasanya tidak terjadi sampai minggu ketiga atau keempat 
setelah melahirkan, namun jika gejala ini tetap ada selama 48 jam, kemungkinan 
gejala akan bertambah berat disertai dengan menggigil, malaise, nyeri kepala, 
dan takikardia yang tidak akan hilang tanpa pengobatan. Gejala yang menetap 
dan tanpa pengobatan akan berlanjut menjadi abses payudara (Sinclair, 2010). 
2.2.4 Patofisiologi  
 
Gambar 2.5 Mastitis (Chumbley, 2004)  
 Mastitis terjadi karena adanya peningkatan tekanan di dalam duktus 
akibat stasis ASI. ASI yang tidak segera dikeluarkan akan menimbulkan 





memproduksi ASI menjadi tertekan. Hal ini menyebabkan terjadinya peningkatan 
permeabilitas jaringan ikat. Masuknya organisme infeksius melalui puting susu 
yang lecet dan retak membuat beberapa komponen seperti protein kekebalan 
tubuh dan natrium dari plasma masuk ke dalam ASI dan selanjutnya ke jaringan 
sekitar sel sehingga memicu respon imun yang menandakan adanya proses 
inflamasi. Stasis ASI, respon inflamasi, dan kerusakan jaringan akan 
memudahkan terjadinya infeksi (Stright, 2005; Alasiry, 2013). 
2.2.5 Diagnosis 
Indikasi pertama diagnosis infeksi mastitis sering ditunjukkan dengan 
adanya fluktuasi gejala (Cunningham, 2012). Diagnosis mastitis dapat 
ditegakkan berdasarkan gejala klinis yang terjadi seperti, demam > 38°C, 
menggigil atau rigor, nyeri seluruh tubuh, payudara memerah, tegang, panas, 
bengkak, dan sangat nyeri, peningkatan kadar natrium dalam ASI, hingga timbul 
garis-garis merah di daerah ketiak (Alasiry, 2013).  
2.2.6 Pencegahan 
 Pencegahan awal yang bisa dilakukan untuk menghindari infeksi mastitis 
adalah dengan cara pemeriksaan sadari, menyusui secara bergantian, 
mengosongkan payudara dengan cara memompanya untuk mencegah 
penyumbatan saluran payudara dan stasis ASI, menggunakan teknik menyusui 
yang baik dan benar, minum banyak air, menjaga kebersihan puting susu, 
mencuci tangan sebelum dan sesudah menyusui (Prawirohardjo, 2005) 
2.2.7 Penanganan dan Pengobatan 
 Penanganan dan pengobatan mastitis dapat dimulai dengan terapi 





mastitis dapat berupa, memperbaiki teknik menyusui dan posisi bayi dalam 
menyusu, pemompaan payudara yang terinfeksi secara hati-hati, dan 
pengosongan payudara secara tuntas. Pengosongan payudara dan pemompaan 
payudara secara hati-hati memungkinkan terjadinya pengeluaran ASI untuk bayi 
(Cunningham, 2012). Teknik menyusui dan posisi bayi yang baik dan bener 
menyebabkan aliran ASI menjadi lancar sehingga tidak terjadi stasis ASI (Acton, 
2013).  
Adapun penatalaksaan pada kasus infeksi mastitis menurut Bahiyatun 
(2009) adalah sebagaPi berikut:  
a. Tetap memberikan ASI pada bayi, dimulai dari payudara yang 
sakit hingga kosong dan kemudia lakukan hal yang sama pada 
payudara yang normal. 
b. Kompres payudara yang terinfeksi dengan menggunakan air 
hangat atau lap basah hangat. 
c. Ubah posisi menyusui sesuai dengan kenyamanan ibu dan bayi. 
d. Gunakan bra/BH yang longgar. 
e. Istirahat yang cukup. 
f. Makan makanan yang bergizi dan banyak minum (± 2 liter/hari). 
Selain terapi suportif, mastitis yang lebih berat dan terjadi lebih dari 2 hari 
dapat diobati dengan analgesik dan antibiotik sesuai indikasi. Analgesik yang 
biasanya diberikan adalah ibuprofen dengan dosis 1,6 gram/hari. Selain itu, 
antibiotik yang biasa diberikan untuk mengobati infeksi mastitis adalah kloksasilin 
dengan dosis 500 mg, 4x sehari secara oral dan eritromisin dapat diberikan 
untuk wanita yang sensitif terhadap penisilin. Pemberian antibiotik ini paling 





2.3 Antibiotik untuk Terapi Mastitis 
2.3.1 Cloxacillin 
 Cloxacillin adalah derivat dari penisilin isoksazolil dimana golongan 
penisilin ini resisten terhadap β-laktamase Staphylococcus. Antibiotik ini diserap 
secara utuh dan cepat di saluran cerna sekitar 40 – 60% dan relatif stabil 
terhadap asam. Namun, makanan dapat mengganggu penyerapannya sehingga 
dibutuhkan jeda waktu minimal 1 jam sesudah makan. Dalam 
pendistribusiannya, 95% cloxacillin harus berikatan dengan protein dan 
selanjutnya akan dimetabolisme di hepar. Cloxacillin memiliki waktu paruh 0,5 – 
1 jam dan diekskresikan di ginjal  dan empedu (Gunawan, 2007). 
 Antibiotik ini diindikasikan untuk infeksi bakteri S. aureus yang berderajat 
ringan hingga sedang dan kontraindikasi untuk pasien yang alergi terhadap 
penisilin dan penyakit ginjal berat. Cloxacillin diberikan dengan dosis 0,25 – 0,5 g 
peroral setiap 4 – 6 jam untuk dewasa dan pada anak diberikan dengan dosis 15 
– 25 mg/kg/hari. Pada infeksi mastitis, antibiotik cloxacillin atau dicloxacillin 
diberikan dengan dosis 500 mg setiap 6 jam (Alasiry, 2013) 
2.3.2 Mekanisme Kerja Cloxacillin Terhadap Bakteri S. aureus 
 Mekanisme kerja kloksasilin pada bakteri S. aureus adalah dengan 
menghambat sintesis dinding sel bakteri karena terganggunya proses 
transpeptidasi antar rantai peptidoglikan dan mengaktivasi enzim proteolitik pada 
dinding sel bakteri. Hal ini mengakibatkan sel bakteri menjadi lisis dan kemudian 





2.3.3 Resistensi S. aureus Terhadap Cloxacillin 
 Mekanisme resistensi S.aureus terhadap cloxacillin adalah melalui 
perubahan protein yang dikenal dengan istilah Penicillin Binding Protein 
2a (PBP2a). PBP2a adalah sebuah protein penicillin binding protein (PBP) yang 
telah mengalami perubahan afinitas dan merupakan hasil ekspresi dari gen 
MecA. Gen MecA tersebut dapat dipindahkan dari satu spesies bakteri ke 
spesies lainnya.. Perubahan afinitas ini mengakibatkan adanya perubahan sifat 
PBP yang tidak mampu lagi berikatan dengan penicilin. Akibat dari perubahan 
tersebut, membuat bakteri yang awalnya peka terhadap penisilin menjadi 
resisten. Resistensi bakteri yang terjadi karena adanya pertukaran gen, seperti 
hal ini disebut dengan acquired resistance (Mycek, 2001).  
2.3.4 Eritromisin 
 Eritromisin merupakan antibiotik pilihan kedua untuk infeksi saluran 
napas dan kulit, seperti mastitis. Antibiotik ini biasanya diberikan apabila terdapat 
resistensi atau hipersensitivitas terhadap penisilin. Eritromisin bekerja secara 
bakteriostatis terhadap bakteri gram positif dan spektum kerjanya mirip dengan 
penisilin-G. Absorpsi eritromisin tidak teratur, sering menimbulkan efek samping 
saluran cerna, dan waktu paruhnya singkat. Reabsorpsi tertinggi terjadi di usus 
karena lebih tahan asam dan t  
 
 eritromisin lebih panjang sehingga pemberian 
dosis dapat dilakukan hanya 1 – 2x/hari dengan kesetiaan terapi meningkat 
(Tjay, 2015) 
 Efek samping yang paling umum dari eritromisin adalah keluhan lambung 
dan usus yang ringan, nyeri kepala, dan reaksi kulit. Eritromisin pada dosis tinggi 
dapat menimbulkan ketulian reversibel karena adanya pengaruh terhadap sistem 





wanita laktasi dengan infeksi mastitis berulang atau kronis, eritromisin diberikan 
1x sehari dengan dosis 500 mg (Alasiry, 2013). 
2.3.5 Mekanisme Kerja Eritromisin Terhadap Bakteri S. aureus  
Eritromisin merupakan antibiotik spektrum sempit sehingga hanya dapat 
bekerja pada salah satu kelompok bakteri. Eritromisin yang telah dicerna dan 
diserap oleh tubuh akan menembus membran sel bakteri dan bekerja melalui 
pengikatan reversibel pada ribosom 50 S sehingga menyebabkan hambatan 
tRNA ke area donor. Adanya hambatan tRNA ke area donor mengakibatkan 
bakteri tidak dapat melakukan translasi tRNA dan bakteri tidak dapat mensintesis 
protein. Hal ini menyebabkan pertumbuhan bakteri terhambat dan kemudian 
mati. (Tjay, 2015).  
2.3.6 Resistensi S. aureus Terhadap Eritromisin 
Resistensi terhadap antibiotik eritromisin terjadi akibat mutasi pada target 
antibiotik. Mekanisme utama resistensi eritromisin didasarkan atas enzim RNA 
metilase yang menambahkan gugus metil ke dalam gugus adenin spesifik pada 
subunit 50S rRNA. Antibiotik eritromisin tidak mampu terikat pada rRNA yang 
termetilasi. Pada S. aureus, resistensi eritromisin terjadi karena adanya dimetilasi 
residu adenin pada rRNA 23S (Sylvia, 2008). 
Resistensi S. aureus terhadap eritromisin terjadi melalui 3 mekanisme 
yang diperantarai oleh plasmid, yaitu (Ganiswara, 1995):  
1. Menurunkan permeabilitas dinding sel bakteri 
2. Merubah reseptor obat pada ribosom bakteri 





2.3.7 Resistensi Antibiotik 
Resistensi didefinisikan sebagai tidak adanya hambatan pada 
pertumbuhan bakteri dengan pemberian antibiotik secara sistemik dengan dosis 
normal yang seharusnya atau kadar hambat minimalnya (Tripathi, 2013). 
Beberapa mekanisme berikut ini dapat menyebabkan suatu populasi bakteri 
menjadi resisten terhadap antimikroba antara lain, yaitu: 
1. Mikroba memproduksi enzim yang dapat merusak komponen obat 
2. Mikroba dapat mengubah permeabilitas membran sel dan struktur 
target obat 
3. Mikroba mampu pembuat dan mengembangkan jalan metabolisme 
baru 
4. Mikroba mampu mengembangkan enzim yang tetap berfungsi untuk 
proses metabolismenya tetapi tidak dipengaruhi oleh obat.  
5. Mikroba dapat memperbanyak produksi bahan metabolit (Dzen dkk., 
2013) 
Faktor-faktor yang memudahkan berkembangnya resistensi antibiotik antara 
lain: 
1. Penggunaan antibiotik yang terlalu sering. 
2. Penggunaan antibiotik yang irasional. 
3. Penggunaan antibiotik baru yang berlebihan. 
4. Penggunaan antibiotik dalam jangka waktu lama. 
5. Penggunaan antibiotik untuk hewan ternak 
6. Faktor lain, seperti kemudahan transportasi, perilaku seksual, sanitasi 






Secara behaviour, S. aureus dapat mengalami resisten terhadap antibiotik 
dikarenakan oleh: 
1. Overuse (pemakaian antibiotik yang berlebihan). Hal ini dikarenakan 
kurangnya kontrol dari pihak pemberi antibiotik dan kurangnya inisiatif 
dari pengguna antibiotik. 
2. Misuse (penyalahgunaan antibiotik). Hal ini dikarenakan banyaknya 
penggunaan antibiotik tanpa resep dokter, sehingga menimbulkan 
resistensi pada suatu antibiotik. 
3. Underuse (penggunaan dibawah dosis yang seharusnya). Hal ini terjadi 
karena pengguna antibiotik tidak mematuhi perintah untuk meminum 
antibiotik secara rutin (Tjay dkk., 2015)  
2.4 Jeruk Keprok (Citrus reticulata Blanco) 
2.4.1 Taksonomi 
Taksonomi tanaman jeruk keprok adalah sebagai berikut (USDA, 2017): 
a. Kingdom : Plantae 
b. Subkingdom : Tracheobionta 
c. Super Divisi : Spermatophyta 
d. Divisi  : Magnoliophyta 
e. Class  : Magnoliophyta 
f. Ordo  : Sapindales 
g. Familia : Rutaceae 
h. Genus  : Citrus L. 





2.4.2 Morfologi jeruk keprok 
 
Gambar 2.6 Buah Jeruk Keprok (Citrus reticulata Blanco) (Christman, 2007) 
Tanaman jeruk keprok memiliki tinggi pohon 2 – 8 m dengan 
helaian daun berbentuk elips atau bentuk lanset, berujung tumpul, 
melekuk ke dalam sedikit, tepi bergerigi, panjang daun 3,5 – 8 cm dengan 
tangkai daun bersayap sangat rapat sehingga sering dikatakan tidak 
bersayap. Bunganya berdiameter 1,5 - 2,5 cm dengan daun mahkotanya 
berwarna putih. Buah jeruk keprok berbentuk seperti bola tertekan 
dengan panjang 4 – 7 cm, diameter 5 – 8 cm, tebal kulit 0,2 - 0,3 cm, dan 
daging buah berwarna orange (Van Steenis, 2008). 
2.4.3 Daerah Asal dan Penyebaran 
Tanaman jeruk keprok diduga berasal dari Asia Tenggara yang kemudian 
menyebar ke seluruh dunia terutama di daerah subtropik (Pantastico, 1993). 
Tanaman jeruk biasanya tumbuh optimal pada suhu antara 25 – 30°C namun 
ada yang masih dapat tumbuh normal pada suhu 38°C (Ladanyia, 2008). Jeruk 
keprok tumbuh baik di dataran tinggi dengan ketinggian lebih dari 700 mdpl. 
Tanaman jeruk keprok di Indonesia telah dibudidayakan secara luas di Pacitan, 
Malang, Batu, Garut, Tawangmangu, Medan, Pontianak, Riau, dan Palembang. 





Aceh, keprok Soe di Nusa Tenggara Timur, jeruk keprok Batu 55 di Malang, dan 
keprok Brastagi di Sumatera Utara (Rahardi, 2004). 
Jeruk keprok baru akan mulai berbuah setelah 3 tahun dan produktivitas 
jeruk keprok akan mencapai titik optimum setelah berumur lebih dari 10 tahun 
(Rahardi, 2004). Berdasarkan Surat Keputusan Menteri Pertanian Nomor 
307/Kpts/SR.120/4/2006 pada tanggal 20 April 2006, telah memutuskan varietas 
jeruk keprok sebagai varietas unggul nasional.  
2.4.4 Kandungan dan Manfaat Kulit Jeruk Keprok 
Jeruk keprok merupakan salah satu tumbuhan yang menghasilkan 
minyak atsiri. Daun, akar, dan kulit buahnya mengandung alkaloid dan 
polisakarida. Disamping itu daun, dan akarnya juga mengandung flavonoid, 
sedangkan daun dan kulit buahnya mengandung minyak atsiri serta akar dan 
kulit buahnya mengandung saponin (Hutapea, 1993). Kulit buah jeruk keprok 
(Citrus reticulata Blanco) juga memiliki berbagai macam senyawa flavonoid yang 
berpotensi sebagai agen kemopreventif. Golongan senyawa ini diketahui 
memiliki spektrum aktivitas biologis yang luas mencakup aktivitasnya sebagai 
anti-karsinogenik, anti-tumor, anti-invasif dan anti-metastasis. Kelompok 
senyawa flavonoid ini mengandung tangeretin, nobiletin, hesperidin, hesperetin 
dan naringin (Rohaya, dkk., 2014) 
2.4.4.1 Flavonoid 
Flavonoid merupakan golongan senyawa fenol yang dapat dilarutkan 
dalam air (Hardiningtyas, 2009). Struktur dasar flavonoid adalah pyrane 2-fenil-
benzo atau inti flavane, yang tersusun dari dua cincin benzene yang terhubung 





Aktivitas antibakteri flavonoid adalah dengan cara menghambat sintesa RNA 
bakteri, menghambat fungsi membran sitoplasma oleh sophoraflavane G, 
menghambat metabolisme energi oleh licochalcone A dan C, dan menghambat 
pertumbuhan bakteri dengan merusak dinding sel serta mencegah pembelahan 
bakteri (Cushine and Lamb, 2005). Flavonoid juga dapat menyebabkan ion Na+ 
dan K+ pada sel bakteri menjadi tidak berfungsi sehingga menyebabkan ion 
sodium tertahan di dalam sel sehingga terjadi perubahan kepolaran plasma sel 
yang ditandai dengan masuknya air ke dalam sel secara tidak terkontrol. Hal ini 
menyebabkan sel menjadi bengkak dan kemudian lisis. Flavonoid dapat 
diekstrak dengan menggunakan pelarut etanol (Tanjung, dkk., 2008). 
2.4.4.2 Alkaloid 
Aktivitas alkaloid sebagai antibakteri adalah dengan cara mengganggu 
komponen penyusun peptidoglikan sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak 
terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Juliantina, 2008). Selain 
itu, senyawa alkaloid memiliki gugus basa yang mengandung nitrogen dan akan 
bereaksi dengan senyawa asam amino yang merupakan penyusun dinding sel 
dan DNA bakteri. Reaksi ini menyebabkan perubahan struktur dan susunan 
asam amino, sehingga terjadi perubahan keseimbangan genetik rantai DNA dan 
kerusakan diding sel bakteri (Gunawan, 2009). Mekanisme lain dari alkaloid yaitu 
komponen alkaloid diketahui sebagai interkelator DNA dan menghambat enzim 
topoisomerase sel bakteri (Karou, 2005).  
2.4.4.3 Saponin 
Saponin adalah suatu glikosida yang banyak terdapat pada seluruh 





merupakan metabolit sekunder yang banyak terdapat di alam, tersusun dari 
gugus gula yang berkaitan dengan aglikon atau sapogenin. Saponin akan 
menimbulkan busa bila dikocok di dalam air dan pada konsentrasi rendah sering 
menyebabkan hemolisis pada sel darah merah (Lathifah, 2008). 
Saponin telah dilaporkan memiliki banyak aktivitas farmakologi sebagai 
antifungi, antibakteri, antivirus, insektisida, hepatoprotektif anti-inflamasi, dan anti 
ulkus (Soetan and Oyekunle, 2006). Aktivitas antibakteri saponin adalah dengan 
cara penghambatan kolonisasi bakteri, penurunan tegangan permukaan medium 
ekstraseluler, dan melisisikan membran sel (Zahro dkk., 2013). 
2.4.4.4 Minyak Atsiri 
 Minyak atsiri merupakan senyawa golongan terpenoid yang berfungsi 
sebagai antibakteri dengan cara berikatan dengan lipid dan protein yang terdapat 
pada dinding sel. Adanya aktivitas ini mengakibatkan pembentukan dinding sel 
menjadi tidak sempurna sehingga mengganggu pertumbuhan bakteri (Darwis et 
al., 2013). Beberapa jenis minyak atsiri juga dapat digunakan sebagai bahan 
antiseptik eksternal dan internal, analgetik, haemolitik, sedatif, stimulan untuk 
obat sakit perut dan obat cacing (Guenther, 2006). 
Minyak atsiri tidak dapat bercampur dengan air, larut dalam eter, alkohol, 
kebanyakan larut dalam pelarut organik, bersifat optis aktif, memiliki indek bias 






2.5 Pemrosesan Bahan Alam sebagai Kandidat Antimikroba dengan Metode 
Ekstraksi 
Proses ekstraksi merupakan suatu cara untuk memisahkan suatu zat dari 
campurannya dengan memanfaatkan pembagian sebuah zat terlarut yang 
digunakan untuk mengambil zat yang dibutuhkan (Oxtoby et al., 2003). Jenis 
pelarut yang digunakan dalah proses ekstraksi memiliki pengaruh besar terhadap 
senyawa aktif yang akan terekstrak, karena masing-masing pelarut memiliki 
selektifitas yang berbeda. Berbagai macam jenis perlarut yang umum digunakan 
dalam proses ekstraksi adalah sebagai berikut (Sarker et al., 2006): 
a. Pelarut polar : air, etanol, metanol (MeOH) 
Pelarut polar umum digunakan untuk senyawa yang lebih polar 
seperti, flavonoid glikosida, tanin, dan alkaloid. 
b. Pelarut medium polar : etil asetat (EtOAc), dichloromethane 
(DCM) 
Pelarut ini umumnya digunakan untuk mengesktrak senyawa 
dengan polaritas lemah seperti, alkaloid dan flavonoid. 
c. Pelarut nonpolar : n-hexane, pet-ether, chloroform (CHCl3) 
Pelarut jenis ini umumnya digunakan untuk melarutkan senyawa 
seperti alkane, asam lemak, pigmen, lilin, sterol, beberapa 
terpenoid, coumarin, dan alkaloid. 
 Beberapa metode ekstraksi dengan pelarut dapat dibagi menjadi dua 







2.5.1 Cara Dingin 
2.5.1.1 Maserasi 
 Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan 
pelarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada suhu ruang. 
Pengekstrakan dengan metode ini dilakukan dengan cara merendam bahan 
dengan zat pelarut dalam sebuah wadah tertutup dan sesekali dilakukan 
pengadukan. Kelebihan dari maserasi adalah sederhana, peralatan yang 
digunakan murah dan mudah didapat, dan efektif untuk senyawa yang 
terdegradasi karena panas. Sedangkan kelemahan dari metode ini adalah 
membutuhkan waktu yang lebih lama, pelarut yang banyak, dan adanya 
kemungkinan senyawa tertentu tidak dapat diekstrak karena kelarutan yang 
rendah pada suhu ruang (Sarker et al., 2006; Alim, 2013). Berdasarkan hasil 
penelitian Senja et al (2014), maserasi dengan pelarut etanol 96% akan 
menghasilkan senyawa dengan rendaman tertinggi dibandingkan dengan pelarut 
etanol 70%, 80%, dan 95%. 
2.5.1.2 Perkolasi 
Perkolasi adalah pengekstraksian dengan pelarut yang selalu baru 
sampai menghasilkan sari yang sempurna yang biasanya dilakukan pada suhu 
ruang (Alim, 2013) Proses perkolasi dilakukan dengan cara merendam bahan 
dengan pelarut, kemudian pelarut baru dialirkan terus menerus hingga pelarut 
menjadi tidak berwarna lagi. Metode ini lebih efesien dan tidak memerlukan 
proses tambahan dalam pemisahan padatan dengan ekstrak. Namun, metode ini 
memiliki kelemahan yaitu membutuhkan jumlah pelarut yang banyak, lebih lama, 





2.5.2 Cara Panas 
2.5.2.1 Refluks 
 Refluks merupakan metode ekstraksi yang menggunakan pelarut pada 
temperatur titik didihnya, selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang 
relatif konstan dengan adanya pendinginan balik. Biasanya dilakukan proses 
pengulangan 3 – 5 kali pada residu pertama sehingga menjadi proses ekstraksi 
sempurna (Depkes RI, 2000; Alim, 2013). 
2.5.2.2 Soxhlet 
 Soxhlet adalah ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang selalu baru 
yang biasanya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi berlanjut 
dengan jumlah pelarut yang relatif konstan dengan adanya pendinginan balik. 
Metode ini membutuhkan waktu ekstraksi yang lebih singkat dan jumlah pelarut 
yang lebih sedikit. Namun, metode ini dapat merusak senyawa yang tidak tahan 
terhadap panas. Ekstraksi berlangsung sangat efisien dan senyawa dari biomasa 
secara efektif ditarik ke dalam pelarut karena konsentrasi awalnya rendah dalam 
pelarut (Depkes RI, 2000; Sarket et al., 2006) 
2.5.2.3 Dingesti 
 Dingesti merupakan maserasi kinetik (dengan pengadukan berlanjut) 
pada suhu yang lebih tinggi dari suhu ruang (40 – 50°C). Dingesti hanya dapat 
digunakan untuk simplisia yang memiliki zat aktif tahan terhadap panas. Namun, 
proses ini juga memiliki kelebihan yaitu, kekentalan pelarut berkurang sehingga 
berkurangnya lapisan-lapisan batas, tidak perlu diaduk karena proses 
pemanasan sudah dapat melarutkan cairan penyari, dan kenaikan suhu akan 






 Infusa merupakan metode ekstraksi dalam bentuk sediaan cair yang 
dibuat dengan cara mengekstraksi bahan nabati dengan air pada suhu 90°C 
selama 15 menit. Metode ini merupakan metode yang paling sederhana untuk 
membuat sediaan herbal dari bahan lunak (BPOM RI, 2010). Namun, sari yang 
dihasilkan dari metode ini bersifat tidak stabil dan mudah tercemar oleh bakteri 
dan jamur. Oleh sebab itu, sari yang diperoleh dari cairan ini tidak boleh 
disimpan lebih dari 24 jam (Harborne., 1987). 
2.5.2.5 Dekok 
 Dekok adalah sediaan cair yang dibuat dengan cara mengekstraksikan 
sediaan herbal dengan air pada suhu 90°C selama 30 menit (BPOM RI, 2010). 
Ekstrak yang dihasilkan dari metode ini sangat kental, mudah dilakukan, biaya 
murah, dan sederhana. Namun, hasil ekstraksi dengan proses ini mudah 
terkontaminasi oleh kuman dan kapang (Harborne., 1987). 
2.6 Metode Uji Kepekaan Bahan Alam sebagai Kandidat Antimikroba 
 Uji kepekaan bakteri terhadap antibakteri bertujuan untuk mengetahui 
efektivitas antibakteri dalam mengatasi infeksi yang disebabkan oleh bakteri. Uji 
kepekaan terhadap obat antibakteri pada dasarnya dapat dilakukan melalui dua 
cara, yaitu metode dilusi dan metode difusi (Dzen dkk., 2013) 
2.6.1 Metode Dilusi 
 Metode ini umumnya banyak digunakan untuk melihat Kadar Hambat 
Minimal (KHM) dan Kadar Bunuh Minimal (KBM) dari antibakteri. Prinsip metode 
ini adalah seri pengenceran konsentrasi antimikroba dengan menggunakan satu 





Kemudian masing-masing tabung diisi dengan obat yang telah diencerkan 
secara serial. Selanjutnya, seri tabung diinkubasi pada suhu 37°C selama 18 – 
24 jam dan amati kekeruhan yang terjadi pada tabung (Dzen et al., 2013).  
Pengenceran tertinggi dari media cair yang jernih atau konsentrasi 
terendah antimikroba pada tabung yang ditunjukkan dengan hasil biakan yang 
terlihat jernih adalah KHM. Selanjutnya biakan dari semua tabung yang jernih 
diinokulasikan pada media agar padat, kemudian diinkubasikan dan keesokan 
harinya diamati ada tidaknya koloni bakteri yang tumbuh. Konsentrasi terendah 
obat pada biakan padat yang ditunjukkan dengan tidak adanya pertumbuhan 
koloni bakteri adalah KBM (Sri, 2015) 
2.6.1.1 Dilusi Cair 
 Metode ini dilakukan dengan menggunakan satu seri tabung reaksi yang 
diisi cairan dan beberapa sel bakteri yang diuji dengan kepadatan bakteri 104 
CFU/ml. Kemudian, antimikroba yang sudah diencerkan secara seri dimasukkan 
ke dalam masing-masing tabung dan diinkubasi pada suhu 37oC selama 18 – 24 
jam. Selanjutnya, amati kekeruhan pada tabung (Kumar et al., 2010). Metode ini 
dapat digunakan untuk menguji beberapa antimikroba secara simultan dan dapat 
dilakukan uji kedua untuk menilai daya antimikroba suatu zat. Kekurangan dari 
metode ini waktu yang dibutuhkan lama, biaya mahal, dan terdapat senyawa 
yang tidak dapat berdifusi. Metode dilusi cair dibagi menjadi: 
a. Mikrodilusi  
Mikrodilusi ini dilakukan dengan menggunakan plastic tray yang terdiri 
dari 12 kolom dan 8 baris sumur. Antimikroba yang telah diencerkan dimasukkan 





atau 100 µl. Metode ini biasa digunakan untuk menentukan Konsentrasi Hambat 
Minimum (KHM) yang ditandai dengan tidak adanya kekeruhan dalam sumur 
yang dibaca menggunakan mirror reader secara visual (Forbes, et al., 2007). 
Jika sumur menunjukkan tidak adanya pertumbuhan koloni atau rerata jumlah 
koloni kurang dari 0,1% dari Original Inoculum (OI), maka ini ditetapkan sebagai 
KBM (Baron et al., 2007). Metode ini memiliki sensitivitas yang tinggi, 
memerlukan jumlah sampel dan reagen yang sedikit, singkat, dan juga dapat 
membedakan antara efek bakteriostatik dan bakterisidal. Kekurangan dari 
metode ini adalah adanya perbedaan interpretasi hasil KHM menggunakan 
mirror reader (Langfield et al. 2004). 
b. Makrodilusi 
Makrodilusi adalah salah satu metode untuk menentukan kepekaan 
antimikroba. Metode ini dilakukan dengan membuat konsentrasi menurun dari 
agen antimikroba dalam media cair yang kemudian diinokulasikan bakteri uji 
dengan volume minimum 2 ml. Kelebihan dari metode ini adalah dapat menguji 
daya bakteriostatik dan bakterisidal dari antimikroba sekaligus. Sedangkan 
kekurangannya adalah memerlukan banyak tenaga dan waktu, biaya mahal 
sebab hanya dapat menguji satu bahan antimikroba dalam satu kegiatan 
(Balouiri, dkk., 2016). 
2.6.1.2 Dilusi Agar 
 Metode ini dilakukan dengan cara memasukkan larutan antimikroba yang 
telah diencerkan ke dalam medium agar yang masih cair. Kemudian, biarkan 
agar hingga padat dan selanjutnya diinokulasikan dengan mikroba (Forbes et al., 





teknik pengenceran serial dan diinkubasikan pada suhu 37oC selama 18-24 jam 
(Kumar et al., 2010). Metode ini merupakan metode yang mudah dilakukan dan 
dalam satu media dapat digunakan lebih dari satu organisme uji. Kekurangan 
dari metode ini adalah hanya dapat menentukan daya bakteiostatik, sedang 
daya bakterisidal tidak dapat ditentukan (Dzen dkk., 2013). 
2.6.2 Metode Difusi 
2.6.2.1 Difusi Cakram 
 Prinsip dari metode difusi disk adalah obat dijenuhkan ke dalam kertas 
saring atau cakram kertas. Cakram kertas yang telah mengandung antibakteri 
tertentu ditanam pada media perbenihan solid agar yang telah dicampur dengan 
bakteri yang diuji. Selanjutnya, amati adanya area jernih disekitar cakram kertas 
yang menunjukkan tidak adanya pertumbuhan bakteri (Dzen et al., 2013). 
Kelebihan dari metode ini adalah mudah dilakukan, tidak memerlukan peralatan 
khusus, dan relatif murah. Kekurangan dari metode ini adalah ukuran zona 
bening yang terbentuk tergantung oleh kondisi inkubasi, inoculum, predifusi, dan 
preinkubasi serta ketebalan medium (Pelczar., 1988) 
 Untuk menguji hasil kepekaan antibakteri tersebut dapat dilakukan 
dengan dua cara seperti berikut: 
1. Kirby Bauer 
Membandingkan diameter dari area jernih (zona hambat) disekitar 
cakram dengan tabel standar yang dibuat oleh NCCLS (National 
Committee for Clinical Laboratory Standard). Dengan tabel tersebut dapat 






2. Joan Stokes 
Membandingkan radius zona hambatan yang terjadi antara bakteri kontrol 
yang sudah diketahui kepekaannya terhadap obat tersebut dengan isolat 
bakteri yang diuji. Pada cara joan-stokes, prosedur uji kepekaan untuk 
bakteri kontrol dan bakteri uji dilakukan bersama-sama dalam satu piring 
agar (Dzen et al., 2013) 
2.6.2.2 Difusi Lubang (Sumuran) 
 Metode difusi lubang atau sumuran hampir sama dengan metode difusi 
disk, metode ini dilakukan dengan cara membuat lubang pada solid agar yang 
telah diinokulasi dengan bakteri. Jumlah dan letak lubang disesuaikan dengan 
tujuan penelitian, kemudian lubang diinjeksikan dengan ekstrak yang akan diuji. 
Kemudian dilakukan inkubasi dan diamati pertumbuhan bakterinya untuk melihat 
ada tidaknya daerah hambatan di sekeliling lubang (Kusmiyati, dkk., 2007; 
Pratiwi, 2008). Kekurangan dari metode ini adalah proses sulit dilakukan dan 
hanya dapat menentukan zona hambat.  Namun, kelebihan dari metode ini 







KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS 
 
3.1 Kerangka Konsep 
 












    Gambar 3.1 Kerangka Konsep 
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3.2 Deskriptif Kerangka Konsep 
Kulit jeruk keprok memiliki zat aktif flavonoid, saponin, minyak atsiri, dan 
alkaloid yang dapat digunakan sebagai antimikroba. Mekanisme kerja flavonoid 
sebagai antimikroba adalah dengan menghambat sintesis asam nukleat, 
menghambat fungsi membran sel, dan menghambat metabolisme energi.  
Mekanisme flavonoid dalam menghambat sintesis asam nukleat adalah 
dengan cincin A dan B yang memegang peran penting dalam proses interkelasi 
atau ikatan hidrogen dengan menumpuk basa asam nukleat yang menghambat 
pembentukan DNA dan RNA bakteri, sehingga terjadi kerusakan permeabilitas 
dinding sel bakteri, mikrosom, dan lisosom sebagai hasil interaksi antara 
flavonoid dengan DNA bakteri. Mekanisme kerja flavonoid dalam menghambat 
fungsi membran sel adalah dengan cara mengganggu permebealitas membran 
sel dan menghambat ikatan enzim seperti ATPase dan phospholipase. 
Sedangkan mekanisme flavonoid dalam menghambat metabolisme energi 
dengan cara menghambat penggunaan oksigen pada sitokrom C reduktase 
sehingga metabolisme pembentukan energi yang dibutuhkan bakteri untuk 
biosintesis makromolekul terhambat.  
 Saponin dapat digunakan sebagai antimikroba karena mengandung zat 
aktif yang permukaannya mirip detergen sehingga dapat menurunkan tegangan 
permukaan dinding sel bakteri dan merusak permeabilitas membran sel. Saponin 
berdifusi melalui membran luar dan dinding sel yang rentan, kemudian mengikat 
membran sitoplasma sehingga mengganggu dan mengurangi kestabilan 
membran sel. Hal ini dapat menyebabkan kebocoran protein dan enzim dari 
dalam sel bakteri yang mengakibatkan kematian sel. Mekanisme kerja minyak 





ikatan polimer sehingga permeabilitas dinding sel berkurang dan mengakibatkan 
pertumbuhan bakteri terhambat atau mati. 
Mekanisme alkaloid sebagai antibakteri adalah dengan cara menghambat 
enzim yang berperan dalam proses replikasi DNA. Inhibisi replikasi DNA akan 
menyebabkan bakteri tidak dapat membelah sehingga menghambat 
pertumbuhan bakteri. Selain itu, alkaloid sebagai antibakteri juga dapat 
mengganggu komponen penyusun peptidoglikan sel bakteri, sehingga lapisan 
dinding sel tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel. 
Adanya beberapa zat aktif yang bersifat antimikroba dalam kulit jeruk 
keprok, diharapkan kulit jeruk keprok memiliki efek dalam menghambat 
pertumbuhan Staphylococcus aureus. 
3.3 Hipotesis 
1. Ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terbukti efektif 
berpengaruh dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. aureus dari isolat 
pus secara in vitro pada KHM dan KBM tertentu. 
2. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 








4.1 Rancangan Penelitian 
 Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratories (true 
experiment-post test only control group design) dengan menggunakan metode 
tube microdilution untuk membuktikan efek antimikroba ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dalam menghambat pertumbuhan 
Staphylococcus aureus secara in vitro. Metode mikrodilusi ini ditujukan untuk 
menentukan nilai KHM dan KBM dari ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 
reticulata Blanco). Besarnya konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk keprok yang 
digunakan ditetapkan melalui penelitian pendahuluan. Proses ektraksi kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) menggunakan metode maserasi dengan pelarut 
etanol 96%.  
4.2 Sampel Penelitian 
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah ekstrak etanol kulit 
jeruk keprok yang diperoleh dengan metode maserasi. 
4.3 Variabel Penelitian 
Variabel independen : ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) 
konsentrasi tertentu 






4.4 Lokasi dan Waktu Penelitian 
 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran 
Universitas Brawijaya. Pembuatan simplisia kulit jeruk keprok dilakukan di 
Materia Medica Batu dan pembuatan ekstrak etanol kulit jeruk keprok dilakukan 
di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2018 – Februari 2019.  
4.5 Alat dan Bahan Penelitian 
4.5.1 Untuk Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Keprok (Citrus reticulata 
Blanco) 
Alat: botol steril untuk menampung hasil ekstrak, oven, blender, kertas 
saring, timbangan, gelas erlenmeyer, corong gelas, labu evaporator, labu 
penampung etanol, rotator evaporator, water pump, water bath, vacum pump. 
Bahan: bubuk kering kulit jeruk keprok dan etanol 96%. 
4.5.2 Untuk Identifikasi Staphylococcus aureus 
 Alat dan bahan penanaman pada media Nutrient Agar Plate (NAP): 
biakan murni S. aureus, Nutrient Agar Plate. 
 Alat dan bahan uji fermentasi mannitol: kultur bakteri S. aureus pada 
NAP, Mannitol Salt Agar (MSA), lidi kapas, ose, busen burner. 
 Alat dan bahan untuk pewarnaan gram: kultur bakteri S. aureus pada 
NAP, mikroskop, minyak imersi, ose, bunsen burner, kertas penghisap, 
glass object, kristal violet, aquades, larutan lugol, alkohol 96%, safranin.  
 Alat dan bahan uji katalase: kultur bakteri S. aureus pada Nutrient Broth, 
glass object, tabung reaksi, plasma, ose, bunsen burner. 
 Alat dan bahan uji koagulase: kultur bakteri S. aureus pada Nutrient 





4.5.3 Untuk Tes Mikrodilusi 
Alat: gelas beker 100 ml dan 250 ml, pipet tetes, spiritus, tabung reaksi. 
Bahan: aquades, ekstrak etanol kulit jeruk keprok, microdillution plate, S. aureus 
dengan konsentrasi     CFU/ml. 
4.6 Definisi Operasional 
1. Staphylococcus aureus yang digunakan dalam penelitian ini adalah S. 
aureus dari isolat pus yang diperoleh dari stok bakteri di Laboratorium 
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. 
2. Ekstrak kulit jeruk keprok yang diperoleh dari perkebunan Dau adalah 
hasil ekstraksi zat aktif kulit jeruk keprok dengan metode maserasi 
dengan menggunakan pelarut etanol 96% yang kemudian dilarutkan 
hingga menghasilkan ekstrak kulit jeruk keprok dengan konsentrasi 20%; 
10%; 5%; 2,5%; 1,2%; 0,6%; 0,3%, 0% (Kontrol Bakteri). 
3. Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) adalah konsentrasi terendah dari 
larutan ekstrak etanol kulit jeruk keprok yang dapat menghambat 
pertumbuhan bakteri S. aureus ditandai dengan tidak adanya kekeruhan 
yang dilihat secara visual menggunakan mirror reader setelah diinkubasi 
selama 18 – 24 jam. 
4. Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) adalah konsentrasi terendah dari 
larutan ekstrak etanol kulit jeruk keprok yang mampu membunuh S. 
aureus yang ditandai dengan pertumbuhan koloni S. aureus pada media 
padat setelah diinkubasi selama 18 – 24  jam dengan jumlah koloni 





5. Original Inoculum (OI) adalah inoculum bakteri dengan konsentrasi     
CFU/ml yang diinokulasikan pada media agar padat sebagai inoculum 
awal bakteri yang diuji dan digunakan untuk menentukan kategori KBM. 
4.7 Jumlah Pengulangan 
Metode pengulangan data dari penelitian ini dihitung dengan rumus 
Federer (Pratiwi dkk, 2011): 
    
 
Keterangan:  
t = jumlah kelompok perlakuan 
n = jumlah sampel 
Penelitian ini menggunakan 8 macam konsetrasi yang berbeda. Jumlah 
pengulangan untuk setiap konsentrasi yang didapatkan sebagai berikut: 
(t-1) (n-1) ≥ 15 
(8-1) (n-1) ≥ 15 
      7 (n-1) ≥ 15 
             7n-7 ≥ 15 
   5n ≥ 22 
               n ≥ 3,14   dibulatkan menjadi 4 
Berdasarkan perhitungan diatas, maka dalam penelitian ini dilakukan 4 
kali pengulangan.  





4.8 Prosedur Penelitian 
4.8.1 Prosedur Identifikasi Bakteri Staphylococcus aureus 
4.8.1.1 Inokulasi pada Nutrient Agar Plate (NAP) 
Dilakukan pemurnian bakteri pada NAP terlebih dahulu dengan menanam 
bakteri yang di duga S. aureus pada NAP, dan inkubasi bakteri pada 
suhu 37°C selama 18 – 24 jam. Amati hasil koloni S. aureus yang muncul 
pada NAP berwarna kuning emas, berbentuk bulat dengan diameter 1 – 2 
mm, konveks dengan tepi rata, mengkilat dengan konsistensi lunak. 
4.8.1.2 Uji Fermentasi Mannitol 
1. Panaskan ose diatas bunsen, lalu dinginkan sesaat 
2. Ambil bakteri S. aureus yang telah ditanam pada media NAP dengan lidi 
kapas 
3. Kultur bakteri dengan cara menggoreskan (streaking) pada media 
Mannitol Salt Agar (MSA) 
4. Inkubasi kultur yang telah dibuat selama 1 malam pada suhu 37oC 
5. Amati hasil. Bakteri S. aureus dapat memfermentasi mannitol yang 
ditunjukkan dengan adanya perubahan warna pada media, yaitu dari 
warna merah menjadi kuning. 
4.8.1.3 Pewarnaan Gram 
1. Bersihkan glass object dengan tisu dan lewatkan diatas api untuk 
menghilangkan lemak, kemudian diamkan hingga dingin. 
2. Teteskan satu ose aquades steril pada glass object kemudian tambahkan 





selanjutnya ratakan dan biarkan kering di udara lalu lakukan fiksasi diatas 
api. 
3. Tuangkan larutan kristal violet ke dalam sediaan dan biarkan selama 1 
menit, lalu buang dan bilas sisa bahan pewarna kristal violet dengan air. 
4. Tuangkan lagi larutan lugol ke dalam sediaan dan diamkan selama 1 
menit, lalu buang dan bilas sisa lugol dengan air. 
5. Sediaan dituangi lagi dengan alkohol 96% sebagai peluntur dan biarkan 
selama 5-10 detik, lalu buang dan bilas sisa alkohol dengan air. 
6. Tuangkan safranin ke dalam sediaan sebaga warna pembanding dan 
biarkan selama 30 detik, lalu buang dan bilas sisa safranin dengan air. 
7. Sediaan dikeringkan dengan kertas penghisap dan ditetesi minyak imersi. 
8. Lihat dibawah mikroskop dengan pembesaraan obyektif 1000x  
4.8.1.4 Uji Katalase 
1. Ambil pembenihan cair S. aureus pada medium nutrient broth 
2. Teteskan larutan hydrogen peroksida 3% pada perbenihan cair bakteri S. 
aureus 
3. Uji katalase positif apabila terbentuk gelembung setelah ditetesi larutan 
hydrogen peroksida 3% (Brooks et al., 2010) 
4.8.1.5 Uji Koagulase  
1. Ambil satu lembar karton hitam kedap air yang khusus dipakai untuk tes 
koagulase dari remel. 






3. Ambil satu koloni murni bakteri yang telah teridentifikasi katalase positif 
dari medium perbenihan bakteri.  
4. Letakkan koloni murni bakteri di atas larutan Staphaurex menggunakan 
lidi kayu. 
5. Goyangkan kertas karton hitam selama 30 – 60 detik. 
6. Tes koagulase positif jika terdapat endapan seperti pasir-pasir kecil 
berwarna putih ke abu-abuan (Erikawati dkk., 2015) 
4.8.2 Pembuatan Bentuk Sediaan Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Keprok dengan 
Metode Maserasi 
4.8.2.1 Tahap Pra Ekstraksi 
1. Kulit jeruk keprok yang baru dikupas dari buah jeruk keprok kemudian 
ditimbang untuk mengetahui berat aslinya. 
2. Keringkan kulit jeruk keprok yang telah ditimbang dengan cara diangin-
anginkan selama ± 1 minggu. 
3. Kulit jeruk keprok yang telah kering kemudian dihaluskan untuk dapat 
digunakan pada tahap ekstraksi. 
4.8.2.2 Tahap Ekstraksi 
1. Sampel kulit jeruk keprok yang telah dihaluskan ditimbang dengan 
menggunakan timbangan analitik sebanyak 400 gram.  
2. 400 gram sampel kulit jeruk keprok yang telah dihaluskan dimasukkan ke 
dalam labu erlenmeyer ukuran 1 liter. 
3. Tambahkan etanol 96% hingga volumenya 1000 cc dan direndam. 
4. Diaduk ± 30 menit sampai benar-benar tercampur. 





6. Pisahkan cairan dari endapan. 
7. Ulangi proses perendaman sampai cairan tidak berwarna atau sampai 
hasil ektraksi jernih. 
8. Hasil ektraksi kemudian disaring dengan penyaring kemudian ekstrak 
tersebut dievaporasi. 
4.8.2.3 Tahap Evaporasi 
1. Masukkan cairan campuran larutan etanol 96% dan kulit jeruk keprok 
dalam labu evaporasi berukuran 1 liter. 
2. Labu evaporasi dipasang pada evaporator. 
3. Water bath diisi dengan air sampai penuh. 
4. Setelah itu, semua rangkaian alat dipasang, termasuk rotary evaporator, 
pemanas water bath (suhu diatur sesuai dengan titik didih etanol), 
kemudian disambungkan dengan aliran listrik. 
5. Labu evaporasi yang berisi campuran larutan etanol 96% dan kulit jeruk 
keprok dievaporasi dengan rotary evaporator 
6. Tunggu ± 1,5 – 2 jam untuk 1 labu sampai aliran etanol berhenti menetes 
pada labu penampung. 
7. Hasil evaporasi diambil. 
8. Ekstrak dipanaskan dalam oven dengan suhu 80oC selama 2 jam untuk 
menguapkan sisa etanol 96% yang masih tertinggal didalam ekstrak. 
Suhu 80oC merupakan titik didih dari etanol. 
9. Ekstrak kemudian ditimbang dengan neraca analitik dan akan terbentuk 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok. Kemudian, masukkan ekstrak ke dalam 





10. Hasil evaporasi ini merupakan stok ekstrak etanol kulit jeruk keprok 
dengan konsentrasi 100% yang akan digunakan sebagai bahan 
penelitian. 
4.8.3 Prosedur Suspensi Bakteri Staphylococcus aureus 
1. Bakteri S. aureus diambil dari Nutrient Agar Plate dan lakukan inokulasi 
bakteri pada Nutrient Broth kemudian diinkubasi selama 18 – 24 jam 
pada suhu 37°C 
2. Nilai kepadatan perbenihan cairan bakteri atau nilai absorbansi suspensi 
dengan spektofotometer pada gelombang cahaya 625 nm. 
3. Lakukan pembuatan isolat bakteri yang disesuaikan dengan Standar Mc 
Farland 0,5, dilakukan dengan rumus:  
 
Keterangan: 
N1  : Hasil spektrofotometri 
V1  : Volume bakteri yang akan ditambah pengencer 
N2  : OD bakteri dengan kepadatan 1 x     bakteri/ml) 
V2  : Volume suspensi bakteri (10 ml) 
Dari perhitungan diatas untuk mendapatkan bakteri dengan 
konsenstrasi     CFU/ml dilakukan pengenceran dengan cara: 
1. Ambil 1 ml dari 10 ml larutan bakteri dengan konsentrasi 108 
CFU/ml dan masukkan ke dalam tabung yang telah diisi 9 ml 
Nutrient Broth sehingga konsentrasi bakteri menjadi 107 
CFU/ml. 





2. Ambil 1 ml dari 10 ml larutan bakteri dengan konsentrasi 107 
CFU/ml dan masukkan ke dalam tabung yang telah diisi 9 ml 
Nutrient Broth sehingga konsentrasi bakteri menjadi 106 
CFU/ml.  
Konsentrasi bakteri 106 CFU/ml tersebut yang digunakan dalam penelitian 
(Novitri, 2016). 
4.8.4 Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Keprok 
Ekstrak etanol kulit jeruk keprok awal dianggap memiliki konsentrasi 
100% dan dilarutkan dengan aquades steril. Besarnya konsentrasi ekstrak etanol 
kulit jeruk keprok yang dibuat adalah 40% (dengan cara memasukkan 400 mg 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok dalam 1 ml aquades steril); 20%; 10%; 5%; 
2,5%; 1,2%; 0,6%; 0% (Kontrol Bakteri), sesuai langkah dibawah ini: 
1. Konsentrasi 20%: memasukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 40% 
(400 mg/ml) ke dalam wells sebanyak 50 µl, lalu tambahkan 50 µl 
aquades steril. 
2. Konsentrasi 10%: memasukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 20% 
ke dalam wells sebanyak 50 µl, lalu tambahkan 50 µl aquades steril. 
3. Konsentrasi 5%: memasukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 10% 
ke dalam wells sebanyak 50 µl, lalu tambahkan 50 µl aquades steril. 
4. Konsentrasi 2,5%: memasukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 5% 
ke dalam wells sebanyak 50 µl, lalu tambahkan 50 µl aquades steril. 
5. Konsentrasi 1,2%: memasukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 






6. Konsentrasi 0,6%: memasukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 
1,2% ke dalam wells sebanyak 50 µl, lalu tambahkan 50 µl aquades 
steril. 
7. Memasukkan suspensi cair S. aureus dengan konsentrasi 106 CFU/ml 
sebanyak 50 µl ke dalam sumur microplate yang berisi ekstrak etanol 
kulit jeruk keprok dengan konsentrasi 40%; 20%; 10%; 5%; 2,5%; 
1,2%; 0,6%; 0% (Kontrol Bakteri) masing-masing sebanyak 50 µl. 
8. Konsentrasi akhir yang terbentuk sebesar 20%; 10%; 5%; 2,5%; 
1,2%; 0,6%; 0,3%, 0% (Kontrol Bakteri). 
9. Kontrol Bakteri (0%) didapatkan dari suspensi S. aureus dengan 
konsentrasi 106 CFU/ml sebanyak 50 µl dimasukkan ke dalam sumur 
KB. Skema prosedur penelitian dapat dilihat pada Gambar 4.1 
4.8.5 Pembuatan Original Inoculum (OI) 
1. Ambil 1 ml dari 10 ml larutan bakteri dengan konsentrasi 108 CFU/ml dan 
masukkan ke dalam tabung yang telah diisi 9 ml Nutrient Broth sehingga 
konsentrasi bakteri menjadi 107 CFU/ml. 
2. Ambil 1 ml dari 10 ml larutan bakteri dengan konsentrasi 107 CFU/ml dan 
masukkan ke dalam tabung yang telah diisi 9 ml Nutrient Broth sehingga 
konsentrasi bakteri menjadi 106 CFU/ml.  
3. Konsentrasi bakteri 106 CFU/ml kemudian distreaking pada plate dan 
diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. 
4.8.5 Uji Antimikroba Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Keprok terhadap 
Staphylococcus aureus dengan metode tube microdilution 





6. Masukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok dengan konsentrasi 40% 
sebanyak 50 µl ke dalam microdilution wells dan lakukan pengenceran 
bertingkat sebanyak 7 tingkat (konsentrasi akhir yang terbentuk sebesar 
20%; 10%; 5%; 2,5%; 1,2%; 0,6%; 0,3%. 
2. Inokulasikan bakteri S. aureus sebanyak 50 µl dengan konsentrasi 
inokulum 106 CFU/ml ke dalam masing-masing wells yang telah diberikan 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok dengan konsentrasi yang berbeda 
sebanyak 50 µl. 
3. Buat Kontrol Bakteri (konsentrasi 0%) yang didapatkan dari suspensi S. 
aureus dengan konsentrasi 106 CFU/ml sebanyak 50 µl dimasukkan ke 
dalam wells KB. 
4. Kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C. 
5. Baca perubahan kekeruhan yang terjadi dengan menggunakan mirror 
reader (Forbes et al., 2007) 
4.9 Analisis Data 
Analisis statistik yang digunakan dalam penelitian ini adalah One Way 
ANOVA pada taraf kepercayaan 95% (       . Uji One Way ANOVA 
bertujuan untuk mengetahui perbedaan jumlah koloni bakteri S. aureus 
terhadap berbagai konsentrasi paparan ekstrak etanol kulit jeruk keprok 
(Citrus reticulata Blanco). Sedangkan untuk mengetahui pengaruh 
peningkatan konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk keprok terhadap penurunan 
jumlah koloni bakteri S. aureus menggunakan uji linear regresi sederhana 























Gambar 4.1 Skema Alur Penelitian
Isolat Staphylococcus aureus Simplisia Kulit Jeruk 
Keprok 
Proses Pra Ekstraksi 
dan Ekstraksi 
Proses Evaporasi 
Ekstrak Etanol Kulit Jeruk 
Keprok (Citrus reticulata 
Blanco) 
Dibuat Biakan Bakteri 
dengan Konsentrasi     
CFU/ml 
Identifikasi S. aureus Pada 
media NAP dan MSA, 
pewarnaan gram, uji 
katalase, dan uji koagulase 
mikrodilusi dengan 8 konsentrasi  
0% 
Inkubasi Pada Suhu 37°C 
Amati Kekeruhan yang Terjadi 
OI 
KHM 
Larutan dari Masing-Masing Sumur Divortex Kemudian 
Diambil Satu Ose dan Digores Pada Media NAP 
Inkubasi Lagi Pada Suhu 37°C selama 24 
jam 
Pertumbuhan Koloni KBM 
Analisa Data 
Keterangan : 
OI : Original Inoculum 
KHM : Konsentrasi Hambat Minimal 
KBM : Konsentrasi Bunuh Minimal 
0,3% 0,6% 1,2% 2,5% 5% 10% 20% 
Inkubasi Pada 
Suhu 37°C 








HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 
5.1 Hasil Pengamatan 
5.1.1 Hasil Identifikasi Bakteri 
 Penelitian ini menggunakan stok bakteri Staphylococcus aureus (S. 
aureus) dari isolat pus yang didapat dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 
Kedokteran Universitas Brawijaya. Stok bakteri tersebut kemudian dilakukan 
uji identifikasi ulang untuk membuktikan bahwa bakteri yang digunakan 
adalah benar bakteri S. aureus. Uji identifikasi ulang dilakukan dengan 
beberapa tahap yaitu, penanaman pada medium NAP (Nutrient Agar Plate) 
dan MSA (Manitol Salt Agar), pewarnaan gram yang kemudian diamati 
menggunakan mikroskop dengan perbesaran 1000x, uji katalase, dan uji 
koagulase. 
  
   Gambar 5.1 Koloni Staphylococcus aureus Pada Media NAP 
Gambar 5.1 Pada media NAP bakteri uji yang digunakan menghasilkan 
warna putih kekuningan, berbentuk bulat, konveks dengan tepi rata, 






Gambar 5.2 Koloni Staphylococcus aureus berwarna kuning keemasan disertai 
dengan daerah merah muda dan juga berwarna kuning disekitar koloni 
pada media Manitol Salt Agar (MSA) 
Gambar 5.2. Pada media MSA bakteri berbentuk bulat, konveks dengan 
tepi rata, konsistensi lunak, dan memiliki pigmen berwarna kuning. Koloni S. 
aureus pada media MSA menunjukkan hasil positif dengan adanya perubahan 
warna media dari merah menjadi kuning. 
 
Gambar 5.3 Hasil pewarnaan gram Staphylococcus aureus menggunakan 
mikroskop dengan perbesaran 1000x. 
Gambar 5.3 Hasil pewarnaan gram diperoleh koloni bakteri S. aureus 







Gambar 5.4 Hasil uji katalase menunjukkan hasil positif dengan ditemukannya 
gelembung udara setelah ditetesi dengan H2O2. 
Gambar 5.4 Pada uji katalase, didapatkan adanya gelembung-gelembung 
udara yang menandakan bahwa uji katalase pada bakteri Staphylococcus positif. 
       
Gambar 5.5 Hasil uji koagulase menunjukkan hasil positif dengan ditemukannya 
gumpalan-gumpalan kecil berwarna putih setelah ditetesi plasma. 
Gambar 5.5 Hal ini menunjukkan hasil uji koagulase menghasilkan adanya 
gumpalan plasma pada objek glass yang menandakan bahwa uji koagulase pada 







5.1.2 Karakteristik Jeruk Keprok 
Jeruk keprok yang digunakan berasal dari perkebunan jeruk didaerah 
Dau, Batu, Jawa Timur. Jeruk keprok yang digunakan pada penelitian ini dipetik 
pada bulan November ketika musim hujan. Kriteria jeruk keprok yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah jeruk keprok yang berusia ± 4 bulan dengan diameter 
jeruk ± 7 cm. Jeruk keprok yang digunakan memiliki taksonomi yang telah 
dibuktikan dengan sertifikasi determinasi dari Materia Medica Batu, sebagai 
berikut: 
1. Kingdom  : Plantae 
2. Subkingdom : Tracheobionita 
3. Super Divisi : Spermatophyta 
4. Divisi  : Magnoliophyta 
5. Kelas  : Magnoliopsida 
6. Sub Kelas  : Rosidae 
7. Ordo  : Sapindales 
8. Famili  : Rutaceae 
9. Genus  : Citrus 
10. Spesies  : Citrus reticulata Blanco 
11. Sinonim  : Citrus nobilis var. Deliciosa (Ten.) Swingle, Citrus  
  nobilis Lour.  
12. Nama lokal : Jeruk keprok batu 55  
5.1.3 Gambaran Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Keprok 
Ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) dibuat dengan 





kulit jeruk keprok. Dari 3 kg kulit jeruk keprok basah dihasilkan simplisia kulit 
jeruk keprok sebanyak 480 gram. 
 
          Gambar 5.6 Pemilihan buah jeruk keprok sebanyak 10 kg 
 Gambar 5.6. Hal ini menunjukkan pemilihan bahan baku jeruk keprok 
sebanyak 10 kg dengan kriteria usia jeruk ± 4 bulan dan diameter jeruk ± 7 cm. 
       
            Gambar 5.7 Simplisia kulit jeruk keprok sebanyak 480 gram 
 Gambar 5.7. menunjukkan simplisia kulit jeruk keprok sebanyak 480 gram 
yang didapat dari bahan baku 3 kg kulit jeruk keprok basah. 
 





 Gambar 5.8. menunjukkan ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 
reticulata Blanco) dengan metode maserasi yang dibuat menggunakan bahan 
baku simplisia kulit jeruk keprok sebanyak 400 gram dan pelarut etanol 96% 
sebanyak 12 liter. Ekstrak yang dihasilkan dari kulit jeruk keprok ini sebanyak ± 
40 gram. 
5.1.4 Hasil Pengamatan KHM dan Analisis KHM 
Pada penelitian ini menggunakan delapan konsentrasi ekstrak etanol kulit 
jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) yaitu 20%; 10%; 5%; 2,5%; 1,2%; 0,6%; 
0,3%, 0% (Kontrol Bakteri). Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dari ekstrak 
etanol kulit jeruk keprok dapat dilihat pada hasil uji kepekaan ekstrak etanol kulit 
jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap bakteri S. aureus dengan metode 
mikrodilusi yang ditandai dengan adanya hambatan pertumbuhan bakteri yang 
dilihat secara visual setelah diinkubasi selama 18-24 jam. 
 Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode mikrodilusi. 
Dari metode ini terlihat kejernihan awal terjadi pada konsentrasi 5%. Hal ini 
ditunjukkan dengan tidak adanya kekeruhan pada wells yang dilihat 














Gambar 5.9 Tingkat kekeruhan pada wells mikrodilusi. Konsentrasi Hambat Minimal 
(KHM) awal terlihat pada konsentrasi 5%. 
Keterangan : 
A : konsentrasi 0%   P1 : pengulangan 1 
B : konsentrasi 0,3%   P2 : pengulangan 2 
C : konsentrasi 0,6%   P3 : pengulangan 3 
D : konsentrasi 1,2%   P4 : pengulangan 4 
E : konsentrasi 2,5% 
F : konsentrasi 5% 
G : konsentrasi 10% 
H : konsentrasi 20% 
 
5.1.5 Hasil Penentuan KBM dan Analisis terhadap KBM 
Hasil streaking bakteri S. aureus pada medium NAP dapat dilihat pada 
(Ga
mb
























Gambar 5.10 Hasil uji kepekaan antimikroba ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 
reticulata Blanco) terhadap bakteri Staphylococcus aureus. 
Keterangan : 
1. Konsentrasi 0% dan OI dilakukan pengenceran sebanyak 10
3 
kali 
2. Konsentrasi 0,3%  sampai konsentrasi 5% dilakukan pengenceran sebanyak 10
2
 kali 
3. Konsentrasi 10% dan konsentrasi 20% tidak dilakukan pengenceran. 
Gambar diatas menunjukkan bahwa, semakin tinggi konsentrasi ekstrak 
etanol kulit jeruk keprok, maka semakin berkurang jumlah koloni bakteri S. 
aureus. Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) adalah konsentrasi terendah dari 
0,3% 0,6% 















larutan ekstrak etanol kulit jeruk keprok yang mampu membunuh S. aureus yang 
ditandai dengan tidak adanya pertumbuhan koloni S. aureus pada media padat 
setelah diinkubasi selama 18 – 24 jam (dengan jumlah koloni bakteri < 0,1% 
original inoculum). 
Hasil KBM dan penghitungan jumlah koloni bakteri S. aureus dari ekstrak 
etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) didapatkan pada konsentrasi 
10%. Hal ini ditandai dengan pertumbuhan koloni S. aureus yang rata-rata 
kurang dari 0,1% dari Original Inoculum (27 x 105) dan dapat dilihat pada tabel 
5.1  
Tabel 5.1 Hasil Uji Kepekaan Esktrak Etanol Kulit Jeruk Keprok (Citrus 
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 19 x 10
8
 19 x 10
8
 19 x 10
8
 0,16 x 10
8
 
0,3% 17 x 10
8
 17 x 10
8
 17 x 10
8
 17 x 10
8
 17 x 10
8
 0,023 x 10
8
 
0,6% 15 x 10
8
 15 x 10
8
 15 x 10
8
 15 x 10
8
 15 x 10
8
 0,026 x 10
8
 
1,2% 13 x 10
8
 13 x 10
8
 13 x 10
8
 13 x 10
8
 13 x 10
8
 0,033 x 10
8
 
2,5% 11 x 10
8
 11 x 10
8
 11 x 10
8
 11 x 10
8
 11 x 10
8
 0,023 x 10
8
 
5% 8,1 x 10
8
 7,9 x 10
8
 8,0 x 10
8
 8,0 x 10
8
 8,0 x 10
8
 0,075 x 10
8
 
10% 2,5 x 10
5
 2,6 x 10
5
 2,3 x 10
5
  2,5 x 10
5
 2,5 x 10
5
 1,3 x 10
4
 
20% 0 0 0 0 0 0 
Original Inoculum (OI) 











Gambar 5.11 Grafik hasil dari perhitungan rata – rata jumlah koloni pada uji kepekaan 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap bakteri 
Staphylococcus aureus 
5.2 Analisis Data 
Penelitian ini menggunakan analisis statistik SPSS for Windows ver. 11.0. 
Analisa data yang digunakan adalah uji statistik One-Way ANOVA dan uji 
statistik regresi linear sederhana. Uji one-way ANOVA dengan taraf kepercayaan 
95% (α = 0,05) ini digunakan untuk mengetahui perbedaan jumlah koloni bakteri 
S. aureus terhadap berbagai konsentrasi paparan ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco). Sedangkan uji regresi linear sederhana 
digunakan untuk mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi ekstrak etanol 
kulit jeruk keprok terhadap penurunan jumlah koloni bakteri S. aureus. 
5.2.1 Uji Normalitas dan Homogenitas 
Analisis uji statistik parametrik diperlukan beberapa pengujian 















































Konsentrasi ekstrak kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) 





sampel yang akan diuji harus dilakukan uji normalitas dan uji homogenitas 
terlebih dahulu. Karena data sampel jumlahnya < 50 sehingga menggunakan uji 
normalitas yaitu, uji Shapiro-Wilk untuk mengetahui apakah data tersebut 
memiliki distribusi yang normal atau tidak. Dari hasil pengujian terhadap variabel 
jumlah koloni bakteri S. aureus diperoleh nilai signifikansi 0,188 (p > 0,05) yang 
menunjukkan bahwa data pada variabel jumlah koloni bakteri S. aureus memiliki 
distribusi normal (Lampiran 1) 
 Syarat selanjutnya adalah varian data harus homogen. Uji homogenitas 
dilakukan untuk mengetahui bahwa data yang digunakan dalam penelitian ini 
memiliki variasi data yang sama. Hasil dari pengujian ini didapatkan nilai 
signifikansi 0,186 (p > 0,05) yang menunjukkan bahwa varian data adalah benar 
homogen. Hal ini berarti dengan sampel bakteri dan perlakuan yang sama 
menghasilkan adanya signifikansi hasil sebesar 0,186 (Lampiran 2) 
5.2.2 Uji One-Way ANOVA  
Dari hasil uji One-Way ANOVA dengan taraf kepercayaan 95% 
didapatkan nilai sig p = 0,000 (p < 0,05). Hal ini menunjukkan bahwa adanya 
perbedaan efektivitas ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) 
dari konsentrasi yang berbeda terhadap jumlah koloni bakteri S. aureus 
(Lampiran 3) 
5.2.3 Uji Post Hoc Tukey  
Uji Post Hoc Tukey merupakan uji multiple comparisons yang digunakan 
untuk mengetahui signifikan atau tidaknya perbedaan antar dua kelompok 
konsentrasi ekstrak. Dari Uji Post Hoc Tukey dapat diketahui bahwa kelompok 





yang lain. Hal ini ditunjukkan pada jumlah koloni yang mendapat paparan 
konsentrasi ekstrak yang masuk ke dalam subset yang berbeda (Lampiran 4) 
Berdasarkan hasil uji Post Hoc Tukey, hasil perbandingan antar kelompok 
konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) dapat 
diinterpretasikan sebagai berikut: 
1. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 0% berbeda secara 
signifikan terhadap konsentrasi 0,3%; 0,6%; 1,2%; 2,5%; 5%; 10%; 20%. 
2. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 0,3% berbeda 
secara signifikan terhadap konsentrasi 0,6%; 1,2%; 2,5%; 5%; 10%; 20%. 
3. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 0,6% berbeda 
secara signifikan terhadap konsentrasi 1,2%; 2,5%; 5%; 10%; 20%. 
4. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 1,2% berbeda 
secara signifikan terhadap konsentrasi 2,5%; 5%; 10%; 20%. 
5. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 2,5% berbeda 
secara signifikan terhadap konsentrasi 5%; 10%; 20%. 
6. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 5% berbeda secara 





7. Jumlah koloni bakteri S. aureus pada pemberian ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan konsentrasi 10% tidak berbeda 
secara signifikan terhadap konsentrasi 20%. 
5.2.4 Uji Regresi Linear Sederhana 
Uji regresi linear sederhana digunakan untuk mengetahui besarnya 
pengaruh pemberian ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) 
terhadap jumlah koloni bakteri S. aureus. Hasil uji regresi linear sederhana 
didapatkan nilai Beta Coefficients sebesar – 0.895 dengan nilai signifikasi p < 
0,001. Hal ini menunjukkan ada hubungan terbalik antara semakin tingginya 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) dengan semakin 
turunnya jumlah koloni S.aureus dan pengaruh dari pemberian ekstrak etanol 
kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan koloni bakteri 
S. aureus sebesar 89,5% sedangkan 10,5% dipengaruhi oleh variabel-variabel 







Penelitian eksperimental ini dilakukan untuk membuktikan efektivitas 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan 
Staphylococcus aureus dari isolat pus secara in vitro. Metode yang digunakan 
dalam penelitian ini adalah metode mikrodilusi. Metode ini digunakan untuk 
mengetahui nilai Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) dan Konsentrasi Bunuh 
Minimal (KBM) ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) yang 
dapat mempengaruhi pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus (S. aureus).  
Penelitian ini didapatkan hasil pengkulturan bakteri S. aureus pada media 
NAP berwarna putih kekuningan. Hal ini dikarenakan bakteri S. aureus yang 
telah dikultur diletakkan pada suhu 37oC sehingga bakteri tidak dapat 
mengeluarkan pigmen kuning keemasan yang baik. Pada dasarnya, kultur S. 
aureus memerlukan suhu optimal antara 26oC – 38oC. Bakteri S. aureus yang 
diinkubasi pada suhu 37oC akan menghasilkan warna abu-abu hingga putih 
kekuningan (Dzen, et al., 2013). Agar bisa mendapatkan pigmen keemasan yang 
baik, disarankan setelah dikultur bakteri diletakkan pada suhu ruang yaitu 20 – 
25ºC selama 24 – 48 jam karena pigmen kuning keemasan baru akan timbul 
membentuk pigmen paling baik pada suhu ruang (Brooks, et al., 2012). 
Bahan uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit jeruk keprok 
(Citrus reticulata Blanco). Hal ini dikarenakan kulit buah Citrus paling banyak 
mengandung flavonoid dengan rata-rata kadar senyawa bioaktifnya antara lain, 
Naringin 811.5 µg/g, Hesperidin 55260.4 µg/g, Didymin 1232.7 µg/g, Tangeretin 




dikenal sebagai antimikroba yang paling banyak memiliki peran penting dalam 
menghambat pertumbuhan bakteri antara lain dengan cara menghambat sintesa 
asam nukleat dengan menumpuk asam basa nukleat ketika pembentukan DNA 
dan RNA, menghambat fungsi membran sitoplasma dengan merusak fluiditas 
membran oleh sophoraflavane G, menghambat metabolisme energi dengan 
mengurangi penggunaan oksigen dan menghambat sitokrom C reduktase oleh 
licochalcone A dan C, dan menghambat pertumbuhan bakteri dengan merusak 
dinding sel serta mencegah pembelahan sel bakteri (Cushine and Lamb., 2005). 
Selain itu, flavonoid juga merupakan zat aktif dari bahan herbal yang paling 
banyak dipublikasi dan diteliti. 
Berdasarkan hasil uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT), ekstrak kulit buah 
Citrus reticulata dengan pelarut etanol 96% menggunakan metode maserasi 
menunjukkan bahwa ekstrak kulit buah Citrus reticulata mengandung senyawa 
flavonoid, alkaloid, triterpenoid, tanin/polifenol, dan antrakinon (Syultonil., 2017). 
Zat-zat aktif yang terkandung dalam kulit jeruk keprok tersebut dapat diperoleh 
melalui proses ekstraksi. Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Hal ini dikarenakan metode 
maserasi dapat dilakukan dengan mudah dan sederhana, relatif murah, dan tidak 
merusak komponen zat aktif yang tidak tahan panas. Sedangkan etanol 96% 
dipilih sebagai pelarut karena memiliki tingkat kepolaran yang tinggi, mudah larut 
dalam air, bersifat universal, dan sesuai untuk mengekstrak senyawa-senyawa 
polar yang dimiliki oleh tanaman (Sarker, et al., 2006). Setelah proses maserasi 
selesai, dilanjutkan dengan proses evaporasi guna menghilangkan sebagian 




Penelitian ini dilakukan ketika tidak musim panen buah jeruk keprok 
sehingga peneliti kesulitan dalam mencari bahan mentah yang digunakan untuk 
pembuatan ekstrak etanol kulit jeruk keprok. Dengan sedikitnya ekstrak etanol 
kulit jeruk keprok yang dihasilkan, menuntut peneliti untuk menggunakan metode 
skrining aktivitas antimikroba yang tepat. Metode mikrodilusi dipilih karena 
metode ini merupakan metode yang sensitif untuk skrining aktivitas antimikroba 
dengan waktu pengujian yang relatif singkat (Zgoda, et al., 2001). Keuntungan 
lain dari metode ini adalah mudah dilakukan, membutuhkan sampel dan reagen 
yang sedikit, sensitivitas tinggi, dan memberikan hasil kuantitatif dari antimikroba 
dalam menghambat pertumbuhan mikroba uji (Brooks, et al., 2013; Balouiri, et 
al., 2016). 
Penentuan konsentrasi dalam penelitian ini dilakukan melalui penelitian 
pendahuluan dengan menggunakan pengenceran berseri. Berdasarkan hasil 
penelitian pendahuluan, didapatkan ekstrak yang jernih sehingga penelitian 
dapat dilanjutkan. Konsentrasi yang digunakan dalam penelitian ini adalah 0% 
(Kontrol Bakteri); 0,3%; 0,6%; 1,2%; 2,5%; 5%; 10%; 20% dengan repetisi 
sebanyak 4x untuk setiap konsentrasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai 
KHM terlihat pada konsentrasi 5% yang ditandai dengan adanya kejernihan awal 
pada wells. Selanjutnya untuk menentukan nilai KBM, dilakukan streaking pada 
NAP dari masing-masing wells dan dilakukan pembuatan Original Inoculum (OI). 
Nilai KBM terlihat pada konsentrasi 10% yang dibuktikan dengan jumlah koloni 
bakteri S. aureus yang rata – rata kurang dari 0,1% dari OI.  
Efek KHM dan KBM dari ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata 
Blanco) terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus diduga kuat disebabkan oleh 




yang menyatakan bahwa alkaloid memiliki potensi sebagai antibakteri dan 
flavonoid juga dapat digunakan sebagai antimikroba, antijamur, antivirus, 
antikanker, antitumor, anti alergi, sitotoksik, dan anti hipertensi (Hapsoro, 2008; 
Kurniawan, dkk., 2015). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Okwu., et al 
(2008) menyatakan bahwa familia Rutaceae dan genus Citrus rata-rata memiliki 
kandungan alkaloid sebesar 0.38mg/100g dan kandungan flavonoid sebesar 
0.26mg/100g. 
Aktivitas alkaloid sebagai antibakteri adalah dengan cara mengganggu 
komponen penyusun peptidoglikan sel bakteri, sehingga lapisan dinding sel tidak 
terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel (Juliantina, 2008). 
Sedangkan flavonoid sebagai antimikroba bekerja dengan cara membuat ion Na+ 
dan K+ pada sel bakteri menjadi tidak berfungsi sehingga menyebabkan ion 
sodium tertahan di dalam sel, sehingga terjadi perubahan kepolaran plasma sel 
yang ditandai dengan masuknya air ke dalam sel secara tidak terkontrol. Hal ini 
menyebabkan sel menjadi bengkak dan kemudian lisis (Tanjung, dkk., 2008). 
Hasil penelitian yang telah didapat kemudian diuji secara statistik melalui 
uji data parametrik. Uji parametrik yang digunakan meliputi uji One-Way ANOVA 
dan uji regresi linier sederhana. Hasil uji One-Way ANOVA menunjukkan bahwa 
adanya efek perubahan konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 
reticulata Blanco) terhadap jumlah koloni bakteri S. aureus. Hasil uji regresi linier 
sederhana menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol kulit 
jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) maka semakin sedikit jumlah koloni bakteri 
S.aureus dan pengaruh dari pemberian ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 




sedangkan 10,5% dipengaruhi oleh faktor-faktor lain yang tidak diteliti seperti, 
suhu, iklim, cara penyimpanan ekstrak, dan pH. 
Hasil analisis statistik, dapat ditarik kesimpulan bahwa ekstrak etanol kulit 
jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terbukti dapat menghambat pertumbuhan 
bakteri S. aureus secara in vitro. Hal ini didukung oleh penelitian sebelumnya 
yang dilakukan oleh Tavman, dkk (2009) yang menunjukan bahwa kulit buah 
jeruk (Citrus reticulata Blanco) mampu menghambat pertumbuhan bakteri E. Coli 
dengan zona inhibisi 12 mm, bakteri S. aureus dengan zona inhibisi 14 mm, dan 
jamur Candida albicans dengan zona inhibisi 13 mm. Hal ini juga sejalan dengan 
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Hidayat (2018) tentang Uji Aktivitas 
Antibakteri Fraksi Etanol Kulit Buah Citrus reticulata Terhadap Pertumbuhan S. 
aureus dengan Metode Difusi Cakram, menunjukkan bahwa fraksi etanol kulit 
jeruk keprok (Citrus reticulata) memiliki aktivitas antibakteri terhadap 
pertumbuhan S. aureus dengan hasil pada konsentrasi 5% sebesar 7,31 mm; 
10% sebesar 10,24 mm, dan 25% sebesar 13,75 mm. Penelitian ini juga 
didukung oleh penelitian yang dilakukan oleh Setiawan (2018) tentang Uji 
Aktivitas Antijamur Fraksi Etil Asetat Kulit Buah Citrus reticulata dengan Metode 
Difusi Cakram, menunjukkan bahwa diameter zona inhibisi dari konsentrasi 1600 
μg/disc sebesar 6,67 mm; konsentrasi 2400 μg/disc sebesar 7,33 mm; dan 
konsentrasi 4000 μg/disc sebesar 7,5 mm. Namun, yang berbeda dalam 
penelitian ini dari penelitian sebelumnya adalah pada penelitian ini peneliti 
menggunakan pelarut etanol 96%, metode mikrodilusi dan perhitungan KBM 
yang dilakukan dengan cara menghitung jumlah koloni bakteri S. aureus yang 




Keterbatasan dari penelitian ini adalah masih sedikitnya referensi yang 
meneliti tentang ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) 
sebagai antimikroba dan juga masih terbatasnya referensi tentang metode 
mikrodilusi yang digunakan dalam skrining uji aktivitas antimikroba. Keterbatasan 
lain adalah sulit dalam memastikan dan menentukan usia jeruk keprok yang 
digunakan dalam penelitian ini, karena penelitian ini dilakukan ketika sedang 
tidak musim panen buah jeruk keprok. Selain itu, tanaman kulit jeruk keprok yang 
bermacam-macam di berbagai daerah di Indonesia kemungkinan memberikan 
hasil yang berbeda apabila penelitian diulang kembali dengan menggunakan 
metode yang sama.  
Meski penelitian ini telah terbukti dalam menghambat bakteri S. aureus. 
Penelitian ini masih memiliki kekurangan lain seperti, belum dilakukannya 
penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh lama simpan ekstrak etanol kulit jeruk 
keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap potensinya sebagai antimikroba dan 
faktor lain yang dapat mempengaruhi penelitian dalam menentukan nilai KHM 
dan KBM. Selain itu, penelitian ini juga tidak melakukan uji Kromatografi Lapis 
Tipis (KLT) untuk dapat mengidentifikasi komponen zat aktif yang diduga 
terkandung di dalam kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco), sehingga belum 
dapat mengetahui secara pasti zat aktif apa saja yang terkandung didalam 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco). Penelitian ini juga tidak 
dapat mengidentifikasi zat aktif dalam ekstrak etanol kulit jeruk keprok yang 
memberikan konstribusi terbesar dalam menghambat pertumbuhan koloni bakteri 
S. aureus. Karena itu, masih perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk dapat 
mengidentifikasi perbandingan potensi zat aktif flavonoid dan alkaloid yang 








 Berdasarkan analisa hasil dan pembahasan dari penelitian tentang 
efektivitas ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) sebagai 
antimikroba terhadap Staphylococcus aureus dari isolat pus secara in vitro, maka 
dapat ditarik kesimpulan sebagai berikut: 
1. Ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) efektif 
digunakan sebagai antimikroba untuk bakteri Staphylococcus aureus dari 
isolat pus secara in vitro. 
2. Konsentrasi Hambat Minimal (KHM) ekstrak etanol kulit jeruk keprok 
(Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus 
aureus secara in vitro adalah 5%. 
3. Konsentrasi Bunuh Minimal (KBM) ekstrak etanol kulit jeruk keprok 
(Citrus reticulata Blanco) terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus 
aureus secara in vitro adalah 10%. 
4. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus 
reticulata Blanco) yang diberikan, maka semakin rendah tingkat 
pertumbuhan koloni bakteri Staphylococcus aureus. 
7.2 Saran 
Adanya berbagai kekurangan dalam penelitian yang telah dilakukan, 





1. Pada penelitian selanjutnya, sebaiknya peneliti benar-benar 
memperhatikan faktor-faktor yang dapat mempengaruhi efektivitas 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco), seperti kualitas 
kulit jeruk keprok yang akan diekstraksi, pemilihan pelarut yang sesuai, 
metode ekstraksi yang sesuai, temperatur, pH, dan cara penyimpanan 
ekstrak.  
2. Perlu penelitian uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk dapat 
mengidentifikasi kandungan zat aktif yang terkandung dalam ekstrak 
etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco). 
3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh lama simpan 
ekstrak etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco) terhadap 
potensinya sebagai antimikroba. 
4. Perlu penelitian lebih lanjut secara in vivo pada hewan coba untuk 
mengetahui uji toksisitas yang dapat ditimbulkan dari pemberian ekstrak 
etanol kulit jeruk keprok (Citrus reticulata Blanco).  
5. Selanjutnya, dapat dilakukan uji klinik pada manusia sebagai 
antimikroba alternatif baik secara topikal maupun sistemik terhadap 
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Lampiran 1. Hasil Uji Normalitas Saphiro-Wilk 
 
Lampiran 2. Hasil Uji Homogenitas 
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Lampiran 5. Hasil Uji Regresi Linier Sederhana 
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Keterangan: 
1. Bunsen Burner     11. Ose 
2. Cawan Petri     12. Paper slide test 
3. Minyak Emersi     13. Tray mikrodilusi 
4. H2O2 3%     14. Spektofotometri 
5. Inkubator     15. Timbangan analitik 
6. Larutan pewarnaan gram    16. Tisu 
(kristal violet, lugol, alkohol 96%, safranin)  
7. Mikropipet     17. Vortex 
8. Mikroskop     18. Sterilisator 
9. Mirror reader     19. Ekstrak Etanol Kulit Jeruk Keprok 
10. Object glass     20. Kulkas penyimpanan ekstrak 
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